Validation of a multiplex real-time PCR for detection of atypical bacteria causing respiratory infections by Brodarič, Jakob
 
















VALIDACIJA MULTIPLEGA TESTA PCR V 










































VALIDACIJA MULTIPLEGA TESTA PCR V REALNEM ČASU ZA 
DOKAZ OKUŽB DIHAL Z ATIPIČNIMI BAKTERIJAMI 
 
MAGISTRSKO DELO 





VALIDATION OF A MULTIPLEX REAL-TIME PCR FOR 
DETECTION OF ATYPICAL BECTERIA CAUSING RESPIRATORY 
INFECTIONS 
 
M. SC. THESIS 















Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
II 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Mikrobiologija 
na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Opravljeno je bilo na Inštitutu za 
mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani.  
 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala izr. prof. dr. 
Darjo Keše, za recenzentko pa prof. dr. Evo Ružić-Sabljić 
 
 
Mentorica: izr. prof. dr. Darja Keše 
 
 




Komisija za oceno in zagovor: 
 
 
Predsednica: doc. dr. Tadeja MATOS 
  Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za mikrobiologijo in 
  imunologijo 
 
Članica: izr. prof. dr. Darja KEŠE   
  Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za mikrobiologijo in 
  imunologijo 
 
Članica: prof. dr. Eva RUŽIĆ-SABLJIĆ   
  Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za mikrobiologijo in  










Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2  
DK UDK 579.61:616.2-078:577.2.083(043)=163.6 
KG medicinska mikrobiologija, atipične bakterije, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia 
pneumoniae, Legionella pneumophila, diagnostične metode, molekularne tehnike, 
PCR v realnem času 
AV BRODARIČ, Jakob, dipl. biol. (UN) 
SA KEŠE, Darja (mentorica), RUŽIĆ-SABLJIĆ, Eva (recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije 
LI 2021 
IN VALIDACIJA MULTIPLEGA TESTA PCR V REALNEM ČASU ZA DOKAZ 
OKUŽB DIHAL Z ATIPIČNIMI BAKTERIJAMI  
TD Magistrsko delo (Magistrski študij – 2. stopnja Mikrobiologija) 
OP XI, 44 str., 11 pregl., 5 sl., 3 pril., 104 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Atipične bakterije, kot so Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae in 
Legionella pneumophila, so pomembni povzročitelji okužb dihal. Okužbe lahko 
potekajo brezsimptomno, z blagimi simptomi ali pa se razvijejo v težjo obliko 
pljučnice, ki zahteva bolnišnično oskrbo. Ker so omenjeni patogeni odporni na 
betalaktamske antibiotike, je za zdravljenje bolnikov pomembno, da jih kot 
povzročitelje okužbe odkrijemo dovolj zgodaj. Zaradi posebnosti v njihovi celični 
zgradbi in pogojih razmnoževanja jih težko izoliramo iz kliničnih vzorcev; metoda 
osamitve je zahtevna, dolgotrajna in ima nizko občutljivost. Prav tako so zamudni 
serološki testi, saj potrebujemo parne serume za potrditev akutne okužbe. 
Diagnostika se zato izvaja večinoma z molekularnimi testi, kot je multipli test PCR, 
ki omogoča hkratno prepoznavanje okužb s katerokoli atipično bakterijo. Namen 
naloge je bil ovrednotiti novejše diagnostične multiple teste PCR proizvajalcev TIB 
MolBiol, Seegene, Fast Track in AusDiagnostic, za katere smo predvidevali, da bodo 
imeli višjo občutljivost od testa, ki je trenutno v uporabi, in bodo enostavnejši za 
izvedbo. Rezultati niso potrdili višje občutljivosti od trenutno uporabljanega testa 





Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2  
DC UDC 579.61:616.2-078:577.2.083(043)=163.6  
CX medical microbiology, atypical bacteria, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia 
pneumoniae, Legionella pneumophila, diagnostic methods, molecular techniques, 
real-time PCR 
AU BRODARIČ, Jakob 
AA KEŠE, Darja (supervisor), RUŽIĆ-SABLJIĆ, Eva (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology 
PY 2021  
TI VALIDACIJA MULTIPLEGA TESTA PCR V REALNEM ČASU ZA DOKAZ 
OKUŽB DIHAL Z ATIPIČNIMI BAKTERIJAMI  
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Microbiology) 
NO XI, 44 p., 11 tab., 5 fig., 3 ann., 104 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Atypical bacteria, such as Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae and 
Legionella pneumophila, are major causes of respiratory infections. Infections can be 
asymptomatic, with mild symptoms or can further develop into a severe form of 
pneumonia requiring hospital care. Since the afore mentioned pathogens are resistant 
to beta-lactam antibiotics, it is of great importance for patients’ treatment that they 
be identified early enough as infection causes. Due to their specific cellular structure 
and multiplication conditions, it is difficult to separate them from the clinical 
samples; to be more precise, the isolation method is challenging, time-consuming, 
and has a low sensitivity rate. Serologic tests are also lengthy, for in order to confirm 
the acute infection, steam sera are needed. Consequently, the diagnostics are mostly 
carried out with molecular tests such as multiplex PCR test which enables the 
simultaneous detection of infections with whichever atypical bacterium. The 
objective of this thesis is to evaluate more recent diagnostic multiplex PCR tests by 
TIB MolBiol, Seegene, Fast Track and AusDiagnostic. Our predictions were that 
they would have a higher sensitivity detection than the test that is currently in use, in 
addition to being easier to perform. The results have shown that not all tests are more 
sensitive than the Argene test and confirmed that they really are more user-friendly.  
Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA………………………………..III 
KEY WORDS DOCUMENTATION…………………………………………………... IV 
KAZALO VSEBINE……………………………………………………………………... V 
KAZALO PREGLEDNIC…………………………………………………………... VIII 
KAZALO SLIK……………………………………………………………………….. IX 
KAZALO PRILOG……………………………………………………………………... X 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI……………………………………………………………. XI 
 
1 UVOD………………………………………………………………………..…….. 1 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA…………………………………………………. 1 
1.2 CILJI RAZISKOVANJA………………………………………………………... 1 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE………………………………………………………… 2 
2 PREGLED OBJAV………………………………………………………………… 3 
2.1 ZGODOVINSKI PREGLED ATIPIČNIH BAKTERIJ………………………… 3 
2.1 MIKROBIOLOŠKE ZNAČILNOSTI ATIPIČNIH BAKTERIJ……………….. 3 
2.1.1 Myoplasma pneumoniae…………………………………………………... 3 
2.1.2 Chlamydia pneumoniae……………………………………………………. 4 
2.1.3 Legionella pneumophila…………………………………………………… 6 
2.2 EPIDEMIOLOGIJA…………………………………………………………….. 6 
2.2.1 Mycoplasma pneumoniae………………………………………………….. 6 
2.2.2 Chlamydia pneumoniae……………………………………………………. 7 
2.2.3 Legionella pneumophila…………………………………………………… 7 
2.3 ZDRAVLJENJE OKUŽB Z ATIPIČNIMI BAKTERIJAMI…………………... 8 
2.4 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA………………………………………... 8 
2.4.1 Mycoplasma pneumoniae………………………………………………….. 8 
2.4.1.1 Osamitev bakterije…………………………………………………….. 8 
2.4.1.2 Molekularne metode…………………………………………………... 9 
2.4.1.3 Serološki testi…………………………………………………………. 9 
2.4.2 Chlamydia pneumoniae…………………………………………………… 9 
2.4.2.1 Osamitev bakterije…………………………………………………….. 9 
2.4.2.2 Molekularne metode…………………………………………………... 10 
2.4.2.3 Serološki testi………………………………………………………….. 10 
2.4.3 Legionella pneumophila……………………………………………………10 
2.4.3.1 Osamitev bakterije…………………………………………………….. 10 
2.4.3.2 Metoda direktne imunofluorescence…………………………………... 10 
Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
VI 
2.4.3.3 Dokaz topnega antigena v urinu………………………………………..11 
2.4.3.4 Molekularne metode…………………………………………………... 11 
2.4.3.5 Serološke metode……………………………………………………… 11 
2.5 MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA OKUŽB Z ATIPIČNIMI BAKTERIJAMI
 …………………………………………………………………………………   12 
2.5.1 Verižna reakcija s polimerazo……………………………………………. 12 
2.5.2 Ugnezdena PCR (Nested PCR)…………………………………………... 12 
2.5.3 Tandemski multipli PCR (multiplex tandem PCR)…………………….. 12 
2.5.4 Z zanko posredovano izotermalno pomnoževanje (LAMP)……………. 13 
2.6 STATISTIČNA ANALIZA……………………………………………………... 13 
2.6.1 Občutljivost in specifičnost……………………………………………….. 13 
2.6.2 Validacija………………………………………………………………….. 14 
3 MATERIAL IN METODE………………………………………………………… 15 
3.1 MATERIAL……………………………………………………………………...15 
3.1.1 Klinični izolati DNA bakterij M. pneumoniae, C. pneumoniae in L. 
pneumophila………………………………………………………………………… 15 
3.1.2 Kontrolni vzorci……………………………………………………………15 
3.1.3 Negativna kontrola………………………………………………………... 16 
3.1.4 Pozitivna kontrola………………………………………………………… 16 
3.1.5 Reagenti in kemikalije……………………………………………………..16 
3.1.6 Laboratorijska oprema…………………………………………………… 16 
3.2 METODE………………………………………………………………………...17 
3.2.1 Priprava vzorcev…………………………………………………………...17 
3.2.2 Pomnoževanje DNA z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času…. 17 
3.2.2.1 Pomnoževanje s kompleti reagentov Seegene, TIB MolBiol in Fast 
Track……………………………………………………………………………….17 
3.2.2.2 Pomnoževanje s kompletom reagentov AusDiagnostic……………….. 17 
3.2.3 Analiza rezultatov………………………………………………………….20 
4 REZULTATI……………………………………………………………………….. 21 
4.1 PRIMERJAVA POVPREČNIH Ct VREDNOSTI………………………………21 
4.2 REZULTATI OBČUTLJIVOSTI IN SPECIFIČNOSTI POSAMEZNIH 
KOMPLETOV REAGENTOV………………………………………………………… 22 
4.3 ČASI POTREBNI ZA IZVEDBO TESTOV…………………………………… 25 
4.4 ANALIZA TALILNE KRIVULJE (Melting curve analysis) Z REAGENTI 
PROIZVAJALCA TIB MolBiol……………………………………………………….. 26 
5 RAZPRAVA…………………………………………………………………………27 
6 SKLEPI……………………………………………………………………………... 31 
Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
VII 
7 POVZETEK………………………………………………………………………… 32 






Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 




Preglednica 1: Seznam reagentov za komplet PneumoBacter Assay (Seegene) ................. 18 
Preglednica 2: Pogoji pomnoževanja za komplet PneumoBacter Assay (Seegene) ........... 18 
Preglednica 3: Seznam reagentov za komplet Lightmix modular (Roche, Nemčija) ......... 18 
Preglednica 4: Pogoji pomnoževanja za komplet Lightmix modular (Roche, Nemčija) .... 19 
Preglednica 5: Seznam reagentov za komlet FTD Atypical CAP (Fast-Track Diagnostics)
 ............................................................................................................................................. 19 
Preglednica 6: Pogoji pomnoževanja za komplet FTD Atypical CAP (Fast-Track 
Diagnostics) ......................................................................................................................... 19 
Preglednica 7: Seznam kompletov reagentov posameznih proizvajalcev in aparatur za 
pomnoževanje nukleinske kisline v realnem času ............................................................... 19 
Preglednica 8: Prikaz rezultatov testiranja vzorcev s kompleti reagentov proizvajalcev 
Seegene, TIB MolBiol, Fast Track in AusDiagnostic, ki so bili pri testiranju s kompletom 
reagentov Argene opredeljeni kot negativni ........................................................................ 22 
Preglednica 9: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta Seegene, 
ovrednotenih s 95-% intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja testiranega kompleta 
reagentov z referenčnim Argene kompletom, prikazana s Kohenovim kapa koeficientom 
 ............................................................................................................................................. 23 
Preglednica 10: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta TIB MolBiol, 
ovrednotenih s 95-% intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja testiranega kompleta 
reagentov z referenčnim Argene kompletom, prikazana s Kohenovim kapa koeficientom 
 ............................................................................................................................................. 24 
Preglednica 11: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta Fast Track, 
ovrednotenih s 95-% intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja testiranega kompleta 
reagentov z referenčnim Argene kompletom, prikazana s Kohenovim kapa koeficientom 
 ............................................................................................................................................. 24 
Preglednica 12: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta 
AusDiagnostic, ovrednotenih s 95-% intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja 
testiranega kompleta reagentov z referenčnim Argene kompletom, prikazana s Kohenovim 
kapa koeficientom................................................................................................................ 25 












Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 




Slika 1: Slika prikazuje kontingenčno tabelo, s katero izračunamo občutljivost in 
specifičnost (Trevethan in sod., 2017)................................................................................. 14 
Slika 2: Delež vzorcev DNA bakterij M. pneumoniae, C. pneumoniae in L. pneumophila, 
izoliranih iz kužnin pacientov in pacientk, izražen v odstotkih (%) ................................... 15 
Slika 3: Graf prikazuje povprečne Ct vrednosti za posamezni diagnostični komplet ......... 21 
Slika 4: Prikaz povprečne vrednosti Ct za posamezni diagnostični komplet in bakterijo ... 22 
Slika 5: Vzorce z vrhom talilne krivulje okrog 63 °C smo interpretirali kot vrsto Legionella 
pneumophila, medtem ko smo vzorec z vrhom talilne krivulje pri 48 °C uvrstili v skupino 




































Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 




Priloga A1: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Chlamydia pneumoniae ter 
podatki o spolu, starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 
Priloga A2: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Mycoplasma pneumoniae ter 
podatki o spolu, starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 
Priloga A3: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Legionella pneumophila ter 







































Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
XI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ATP  adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
BAL  bronhoalveolarna lavaža 
BCYE  obogateno gojišče za izolacijo legionel (angl. buffered charcoal yeast  
  extract agar) 
bp  bazni par 
Ct  cikel, v katerem je signal fluorescence vzorca višji od signala fluorescence    
  ozadja, prag detekcije (angl. cycle treshold) 
CAP  pljučnica pridobljena v domačem okolju (angl. community acquired 
  pneumonia) 
DFA  test neposredne imunofluorescence (angl. direct fluorescent antibody  
  detection) 
dNTP  deoksinukleozid trifosfat 
EB  elementarno telesce (angl. elementary body) 
ECDC  Evropski center za preprečevanje in obvladovanje bolezni (angl. European 
  Centre of Disease Prevention and Control) 
ELISA            encimskoimunski test (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) 
ICT  imunokromatografski test (angl. immunochromatographic tests) 
IgA  imunoglobulin A 
IgM  imunoglobulin M 
IgG  imunoglobulin G 
kbp  kilobazni par 
kDa  kilodalton 
LAMP  z zanko posredovano izotermalno pomnoževanje (angl. Loop-mediated 
  Isotermal Amplification) 
LPS  lipopolisaharid 
mbp  megabazni par 
NASBA izotermalno pomnoževanje posredovano s prepisovanjem (angl. Nucleic      
Acid sequence Based Amplification) 
NF-ⲕB  jedrni faktor kapa B (angl. nuclear factor kappa B) 
MALDI-TOF MS masna spektrometrija (angl. Matrix Assisted  Laser Desorption  
  Ionization-Time Of Flight Mass Spectrometry) 
MIF  znotrajcelična oblika bakterije, ki je infektivna in se ne razmnožuje (angl. 
  Mature intracellular form) 
MOMP glavna beljakovina zunanje membrane (angl. Major outer membrane  
  Protein) 
MT-PCR tandemski multipli test PCR (angl. Multiplex tandem PCR)  
OmpA  gen za protein zunanje membrane (angl. Outer membrane protein A) 
ORF  odprt bralni okvir (angl. open reading frame) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
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XII 
pmp  polimorfni membranski proteini 
P1  protein, adhezin, ki omogoča bakteriji M. pneumoniae adherenco na  
  epitelijsko celico gostiteljevih dihal 
RB  retikularno telesce (angl. reticulate body) 
RNA  ribonukleinska kislina 
rRNA  ribosomska ribonukleinska kislina (angl. ribosomal ribonucleic acid) 
RT-PCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. Real-time polymerase  
  chain reaction) 
Sg. 1  serološka skupina 1 
T3SS  sistem izločanja tipa III (angl. type III secretion system) 
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1. UVOD 
 
Atipične bakterije, kot so Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae in Legionella 
pneumophila, so pomembni povzročitelji okužb dihal, ki povzročajo podobne klinične znake 
(Chen in sod., 2016). Prenos teh bakterij na človeka običajno poteka z vdihavanjem okuženih 
aerosolov. Bolezni, povezane z atipičnimi bakterijami, se običajno pojavljajo sporadično, 
redkeje okužba poteka v obliki epidemije (del Valle-Mendoza in sod., 2017a, 2017b). 
Klinični znaki okužbe so lahko odsotni, prisotni kot blagi simptomi ali pa se razvijejo v težjo 
obliko pljučnice, ki zahteva bolnišnično oskrbo (Kumar in sod., 2017; Qu in sod., 2014). 
Dokazovanje teh bakterij je zaradi njihovih bioloških lastnosti ter neznačilnega imunskega 
odziva zahtevno, zato veliko okužb ostane neodkritih (El Basha in sod., 2019). Klinični 
znaki, epidemiološki podatki in radiološke spremembe na rentgenski sliki pljuč pa dostikrat 
ne zadostujejo za zanesljivo diagnozo in usmerjeno antibiotično zdravljenje (Thibodeau in 
sod., 2004). 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Številne raziskave v zadnjih 15 letih kažejo na povečan trend ugotavljanja respiratornih 
okužb z atipičnimi bakterijami s prevalenco od 6 do 40 % v Evropi in ZDA (Chen in sod., 
2016). Ker so ti patogeni odporni na betalaktamske antibiotike, je za zdravljenje bolnikov 
pomembno, da jih kot povzročitelje okužbe odkrijemo dovolj zgodaj (El Basha in sod., 
2019). Zaradi posebnosti v njihovi celični zgradbi in pogojih razmnoževanja jih težko 
izoliramo iz kliničnih vzorcev; metoda osamitve je zahtevna, dolgotrajna in ima nizko 
občutljivost (El Basha in sod., 2019). Prav tako so zamudni serološki testi, saj potrebujemo 
parne serume za potrditev akutne okužbe. Diagnostika se zato izvaja večinoma z 
molekularnimi testi, kot je multipli test PCR, ki omogoča hkratno prepoznavanje okužb s 
katerokoli atipično bakterijo. Na tržišču je več različnih kompletov reagentov za 
dokazovanje okužb, ki jih povzročajo omenjene bakterije. Razlike med njimi so predvsem v 
občutljivosti metode, težavnosti izvedbe in ceni. 
 
1.2 CILJI RAZISKOVANJA 
 
V nalogi želimo ovrednotiti novejše diagnostične multiple teste PCR v realnem času 
(Allplex™ PneumoBacter Assay, Seegene; Lightmix® Modular, TIB MolBiol; FTD 
Atypical CAP, Fast-Track Diagnostics in Atypical Pneumonia panel of assays, 
AusDiagnostic), s katerimi lahko dokažemo DNA bakterije Chlamydia pneumoniae, 
Mycoplasma pneumoniae ali Legionella pneumophila, ter ugotoviti, kateri izmed navedenih 
testov je najbolj občutljiv, najlažje izvedljiv ter cenovno najprimernejši za diagnostiko 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
− Pričakujemo, da bo vsaj eden od multiplih testov PCR imel višjo občutljivost od testa, 
ki je trenutno v uporabi za prepoznavanje okužbe s posameznimi vrstami atipičnih 
bakterij, ki povzročajo okužbe dihal. 
 
      − Prav tako predvidevamo, da bo novi test enostavnejši za izvedbo. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZGODOVINSKI PREGLED ATIPIČNIH BAKTERIJ 
 
V 20. letih prejšnjega stoletja so se prvič pojavili zapisi o bakterijski pljučnici, ki naj bi se 
razlikovala od tipične pneumokokne, in sicer v neodzivnosti na antibiotično terapijo in 
razširjanju na ostale organe dihalne poti (Kang in sod., (2015). Reimann (1938) jo je 
poimenoval "atipična pljučnica". Leta 1944 so Eaton in sod. odkrili povzročitelja atipične 
pljučnice in ga, misleč, da gre za virus, poimenovali Eatonov agens (Ang. "Eaton agent"). 
Kasnejše raziskave so to tezo ovrgle, saj se je izkazalo, da je mikroorganizem občutljiv za 
nekatere antibiotike. V 60. letih jim je uspelo vzgojiti Eatonov agens na gojišču in ga 
identificirati kot bakterijo, ki so jo poimenovali Mycoplasma pneumoniae (Saraya in sod., 
2016). 
 
Prvi sev legionele so Tatlock in sod.  izolirali že leta 1943, in sicer iz polne krvi vojakov, ki 
so zboleli za respiratorno okužbo in vročino. Ker bakterije niso mogli vzgojiti na umetnem 
gojišču, pač pa le v budri, so domnevali, da gre za organizem, ki je podoben bakteriji iz rodu 
Rickettsia (Fields in sod., 2002). Leta 1976 je na konferenci ameriških legionarjev v 
Filadelfiji izbruhnila pljučnica. Leta 1977 so McDade in sod. odkrili povzročiteljico, po 
gramu negativno bakterijo, ki so jo poimenovali Legionella pneumophila in jo tri leta kasneje 
uvrstili v družino Legionellaceae (Winn in sod., 1988). 
 
Prvi znani primer okužbe z bakterijo Chlamydia pneumoniae sega v leto 1965, ko so 
Grayston in sod. na otoku Taiwan iz očesne veznice otroka izolirali neznanega povzročitelja 
in ga poimenovali TW-183 (Grayston in Wang 1999). Drugič so C. pneumoniae izolirali leta 
1983 iz brisa žrela pri študentu z akutnim faringitisom in izolat označili z AR-39. Sev so po 
prvih dveh izolatih poimenovali TWAR in predvidevali, da gre za Chlamydia psittaci 
(Grayston, 2000). Kasnejše raziskave in analize DNA so pokazale, da se razlikuje od že 
odkritih C. psittaci in C. trachomatis, zato so jo leta 1989 kot novo vrsto poimenovali z 
Chlamydia pneumoniae (Grayston in sod., 1989; San-pin in sod., 2000; Bennedsen in sod., 
2002; Zaghloul in sod., 2015). 
 
2.1 MIKROBIOLOŠKE ZNAČILNOSTI ATIPIČNIH BAKTERIJ 
 
2.1.1 Myoplasma pneumoniae 
 
Mycoplasma pneumoniae taksonomsko spada v razred Mollicutes, red Mycoplasmatales in 
družino Mycoplasmataceae. Je znan povzročitelj atipične pljučnice in drugih izvenpljučnih 
okužb pri ljudeh. Prenaša se kapljično z aerosoli pri kašljanju. Spada med najmanjše 
prostoživeče bakterije, z velikostjo genoma zgolj 0,816 Mbp. Zaradi njene majhnosti (1−2 
µm x 0,1−0,2 µm) je s svetlobnim mikroskopom v kužnini ne moremo opaziti. Organizem 
ima troslojno celično membrano, nima pa celične stene, saj zaradi pomanjkanja genov te ne 
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more sintetizirati. Posledično je ne moremo barvati po Gramu in je neobčutljiva na 
betalaktamske antibiotike. Bakterija ima poseben pripenjalni organ, ki je ključen pri 
pritrjanju na gostiteljsko celico in pri razmnoževanju. M. pneumoniae je prilagojena na 
parazitski način življenja in v naravi ni zmožna preživeti brez gostiteljske celice (Gullsby in 
sod., 2019; Parrott in sod., 2016). 
 
Za bakterijo M. pneumoniae je značilen izredno majhen genom, ki je bil prvič sekvenciran 
leta 1996. Himmelreich in sod. so pri sevu  M129 določili dolžino 816 394 bp, s povprečno 
vrednostjo citozina in gvanina 40 mol% (Himmelreich in sod., 1996). Dandekar in sod. so 
leta 2000 genom ponovno anotirali ter določili 688 odprtih bralnih okvirjev (ORF), pri čemer 
so funkcijo, na podlagi že znanih genov in proteinov drugih organizmov, določili 458 
odprtim bralnim okvirjem (Dandekar in sod., 2000). Več raziskav je pokazalo, da so genomi 
med posameznimi sevi podobni v > 99 %. Večje razlike se pojavijo pri genih, ki kodirajo 
protein P1; podobnost med sevi je na tem delu 95-% (Xiao in sod., 2015; Spuesens in sod., 
2016). 
 
Pomemben virulentni dejavnik je adhezin P1. Gre za 170 kDa velik integralni membranski 
protein, ključen pri interakciji bakterijske celice z gostiteljsko. Kodira ga gen MPN141, ki 
se v genomu nahaja med 180858. in 185741. baznim parom (Xiao in sod., 2015; 
Himmelreich in sod., 1996; Desai in sod., 2017). Znotraj tega gena se nahajata repetativna 
elementa RepMP2/3 in RepMP4. Na podlagi razlik teh dveh sekvenc M. pneumoniae 
razdelimo v dve genetski skupini (Himmelraich in sod., 1996). Referenčni sev tipa 1 ima kot 
prvi sekvencirani oznako M129, medtem ko ima referenčni sev M. pneumoniae tipa 2 oznako 
FH (Desai in sod., 2017). Okrog 8 % genoma sestavljajo tandemske ponovitve, to so 
RepMP1, RepMP2/3, RepMP4 in RepMP5, katerih število variira med posameznimi sevi 
(Himmelreich in sod., 1996). 
 
2.1.2 Chlamydia pneumoniae 
 
Chlamydia pneumoniae spada v deblo Chlamydiae, red Chlamydiales in družino 
Chlamydiaceae. Razširjena je po vsem svetu, njen edini znani rezervoar pa je človek 
(Thibodeau in sod., 2004). Okužba s C. pneumoniae v večini primerov ne kaže resnejših 
kliničnih znakov, lahko pa se pri nekaterih imunsko oslabljenih bolnikih razvije v bronhitis, 
sinusitis, faringitis ali pljučnico. Nekatere raziskave so pokazale povezavo med okužbo s C. 
pneumoniae in razvojem kroničnih bolezni, kot so kronični bronhitis, astma, ateroskleroza, 
pljučni rak in kronična obstruktivna pljučna bolezen (Porritt in sod., 2016). C. pneumoniae 
je obligatni znotrajcelični organizem. Celična stena je brez peptidoglikanov. Zaradi 
parazitskega načina življenja je genom majhen, zgolj 1−1,2 Mbp, metabolni procesi 
okrnjeni, večino potrebnih snovi za izgradnjo pa bakterija dobi od gostitelja (Krieg in sod., 
2010). Razvojni krog poteka v dveh fazah, pri katerih se izmenjujeta elementarno in 
retikularno telesce. Infektivno in metabolno neaktivno elementarno telesce (EB) z 
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endocitozo vstopi v gostiteljsko celico, kjer se preoblikuje v neinfektivno, metabolno aktivno 
retikularno telo (RB). V tej fazi C. pneumoniae spremeni metabolne poti gostiteljske celice, 
ter se z binarno cepitvijo deli znotraj inkluzije. Namnožena retikularna telesa začnejo 
prehajati v elementarna telesa in se sprostijo iz celice (Porrit in sod., 2016).  
 
Leta 1999 je bilo spoznano prvo nukleotidno zaporedje genoma C. pneumoniae (Kalman in 
sod., 1999; Albrecht in sod., 2011) z dolžino 1 230 230 nt in vsebnostjo gvanina in citozina 
okrog 40,6 % (Kalman in sod., 1999). Sekvenca nosi zapis za 1122 genov (Kalman in sod., 
1999; Albrecht in sod., 2011), od tega je 1052−1072 genov, ki kodirajo sintezo proteinov 
(Rouils in sod., 2012; Read in sod., 2000). Stooseminšestdeset genov je značilnih samo za 
vrsto C. pneumoniae, brez znanih homologov pri drugih organizmih, vključno z ostalimi 
vrstami klamidij (Roulis in sod., 2012). 
 
Humani sevi C. pneumoniae so nosilci sekvence bakteriofaga ΦCPAR39 (Roulis in sod., 
2012) z dolžino 4524 nt (Read in sod., 2000). Zunajkromosomski plazmidi so bili do sedaj 
odkriti le pri živalskih sevih C. pneumoniae, prvič pri sevu LPCoLN, izoliranemu iz koale 
(Roulis in sod., 2012). 
 
K razlikam med posameznimi sevi C. pneumoniae največ prispevajo regije na genomu, ki 
kodirajo membranske proteine (Roulis in sod., 2012). Ključna komponenta zunanje 
membrane je protein MOMP, po funkciji porin, ki ga kodira gen OmpA (Roulis in sod., 
2015). Pri imunskem odzivu igra vlogo glavnega površinskega antigena (Roulis in sod., 
2012; Collingro in sod., 2011). 
 
Polimorfni membranski proteini (pmp) so družina avtotransporterskih proteinov (Roulis in 
sod., 2015), podobni sekrecijskemu sistemu tipa V (Roulis in sod., 2012), ki so pomembni 
pri patogenezi bakterije (Collingro in sod., 2011). Genomske analize so pokazale hitro 
spreminjanje genov za pmp, ki so posledica prilagajanja imunskemu sistemu gostitelja 
(Roulis in sod., 2012). Spremembe se dogajajo tako na ravni nukleotidnega zaporedja kot na 
ravni ekspresije genov (Roulis in sod., 2015).  
 
Z virulenco C. pneumoniae so povezani sekrecijski sistem tipa III (T3SS, ang. Type III 
secretion system) in efektorski proteini, ki jih ta sistem izloča (Collingro in sod., 2011). 
Strukturni geni za T3SS so pri klamidijah razporejeni po celotnem genomu (Collingro in 
sod., 2011), kar je verjetno posledica horizontalnega genskega prenosa (Roulis in sod., 
2012). Večino efektorjev, ki se izločajo skozi T3SS, predstavljajo inkluzijski membranski 
proteini (inc, ang. inclusion membrane proteins). V visoki koncentraciji se nahajajo na 
inkluzijski membrani znotraj gostiteljske celice (Gauliard in sod., 2015). Njihove osnovne 
naloge so interakcija z gostiteljsko celico, inhibicija nekaterih proteinov, ki bi sprožili 
imunski odziv celice (inhibicija faktorja NF- ⲕB) (Collingro in sod., 2011), in reorganizacija 
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nekaterih metabolnih poti, ki omogočijo izgradnjo bekterijske celice (Gauliard in sod., 
2015). 
 
2.1.3 Legionella pneumophila 
 
Legionella pneumophila je aerobna, po gramu negativna, znotrajcelična bakterija, za katero 
je značilen dvofazni življenski cikel, pri katerem se izmenjujeta negibljiva, replikativna 
oblika in virulentna, transmisivna oblika. Je pleomorfna bakterija, velika 2−20 um, njena 
morfologija pa zavisi od okoljskih pogojev in razvojne stopnje, v kateri se nahaja (Richards 
in sod., 2013). V naravi jo najdemo v različnih vodnih habitatih, kjer parazitira in se 
razmnožuje znotraj ameb. Ljudje pridejo v stik z legionelo preko vdihovanja okuženih 
aerosolov. V pljučih bakterija okuži alveolarne makrofage, kar lahko povzroči pljučnico oz. 
legionarsko bolezen ali milejšo pontiaško vročico (Richards in sod., 2013; Mercante in sod., 
2015). Za človeka najbolj patogena vrsta je L. pneumophila serološke skupine 1, redkeje pa 
se pojavljajata še serološki skupini 4 in 6 (Pierre in sod., 2017). 
 
Legionella pneumophila ima krožni kromosom, katerega velikost se giblje med 3,3 in 3,6 
Mbp (Amaro in sod., 2012). Število genov znaša med 3001 in 3259, od tega je kodirajočih 
od 88 do 90,2 % (Newton in sod., 2010). Objavljena so nukleotidna zaporedja številnih 
kliničnih podtipov L. pneumophila, predvsem serološke skupine 1 (Newton in sod., 2010). 
To so sevi Philadelphia-1, Paris, Lens, Corby (Newton in sod., 2010), Alcoy in 130b (Amaro 
in sod. 2012). Amaro in sod. (2012) so določili nukleotidno zaporedje seva 570-CO-H, 
serološke skupine 12. Sevom je skupnih okrog 66 genov (Newton in sod., 2010). 
 
V genomu L. pneumophila so prisotni geni, značilni za evkariontske celice, ki jih je bakterija 
s horizontalnim prenosom najverjetneje pridobila od svojih gostiteljev. Za te regije je 
značilna višja vsebnost GC (40−62 %) (Gomez-Valero in sod., 2019). 
 
Pangenomska analiza osemdesetih genomov rodu Legionella je pri vseh vrstah pokazala zelo 
ohranjen genski zapis za sekrecijski sistem tipa IV (T4SS, ang. Type IV secretion system) 
in za veliko število efektorskih proteinov (18 000), od tega > 200 evkariontskega izvora 
(Gomez-Valero in sod., 2019). Virulentni dejavniki so ključni pri okužbi gostitelja, 
znotrajceličnem razmnoževanju ter zaščiti bakterije pred imunskim odzivom gostitelja 
(Shevchuk in sod., 2011). Širok spekter virulentnih faktorjev bakterijam omogoča 





2.2.1 Mycoplasma pneumoniae 
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Mycoplasma pneumoniae je razširjena po vsem svetu. Podatki kažejo, da je v 11 državah 
najpogostejši povzročitelj atipične pljučnice (Brown in sod., 2016). Okužba s to bakterijo se 
pojavlja v vseh starostnih skupinah, nekoliko višja prevalenca pa je pri otrocih med 5. in 14. 
letom starosti (Brown in sod., 2016). Pojavnost doma pridobljenih pljučnic zaradi okužbe z 
M. pneumoniae naj bi bila od 10 do 20-% (Arnold in sod., 2007). Študije navajajo, da se 
okužbe z mikoplazmo sporadično pojavljajo skozi vse leto, z višjo incidenco v jesenskih 
(Parrott in sod., 2016) oz. zimskih mesecih (Brown in sod., 2016). Centri izbruhov so 
največkrat zaprte ustanove: šole, vrtci, vojaške baze, bolnišnice in domovi za ostarele 
(Brown in sod., 2016; Parrott in sod., 2016). Približno vsaka 4 leta se pojavi 1−2 leti trajajoča 
epidemija, v kateri se incidenca okužb poveča. Tovrstno periodičnost epidemij so v večletnih 
raziskavah opazili v državah ZDA, Japonski, Koreji in Evropi (Parrott in sod., 2016; Brown 
in sod., 2016; Chalker in sod., 2015; Kim in sod., 2015). 
 
2.2.2 Chlamydia pneumoniae 
 
Chlamydia pneumoniae se med ljudmi prenaša kapljično. V okolju preživi v kapljicah (< 5 
um), obstojnost pa ji povečata visoka zračna vlažnost in nižja temperatura (Blasi in sod., 
1998). Študije navajajo, da do 20. leta pride v stik z bakterijo 50 % ljudi, seroprevalenca pa 
se do 75. leta poveča na 70−80 %. Pred 5. letom starosti so okužbe redke. C. pneumoniae je 
povzročiteljica med 6 in 20 % vseh pljučnic domačega okolja (CAP, ang. Community-
acquired pneumonia) (Berebichez-Fridmana in sod., 2015; Contini in sod., 2010; Blasi in 
sod., 1998), v 30 % pa je prisotna kot spremljajoča okužba (Contini in sod., 2010). Večina 
okužb je asimptomatskih, klinični znaki so pogostejši pri bolnikih s kronično pljučno ali 
srčno boleznijo in pri starejših (Berebichez-Fridmana in sod., 2015; Blasi in sod., 1998). 
Genska predispozicija in oslabljen imunski sistem povečata možnosti za nastanek 
bolezenskih znakov (Berebichez-Fridmana in sod., 2015). Epidemije zaradi dolge 
inkubacijske dobe (21 dni) trajajo od 5 do 8 mesecev (Blasi in sod., 1998). Okužbo s 
klamidijo povezujejo s pojavom mnogih bolezni, med drugim z multiplo sklerozo, astmo, 
Alzheimerjevo boleznijo, sindromom kronične utrujenosti in cerebrovaskularnimi boleznimi 
(Berebichez-Fridmana in sod., 2015). Gislason in sod. (2010) so v eni od študij ugotovili 
povezavo med okužbo s klamidijo in zmanjšanjem pljučne funkcije, pri čemer zboli več 
žensk kot moških. 
 
2.2.3 Legionella pneumophila 
 
Večino primerov (95 %) legionarske bolezni povzroči vrsta Legionella pneumophila, od teh 
je najbolj patogena L. pneumophila sg. 1, ki povzroči več kot 85 % vseh okužb (Jomehzadeh 
in sod., 2019). Zaradi zmožnosti tvorjenja biofilmov, odpornosti na klor in velike 
temperaturne spremembe jo najdemo po vsem svetu v naravnih in umetnih vodnih sistemih. 
Kot vir okužbe so največkrat omenjeni hladilni stolpi, vodovodne napeljave, kopališča in 
bolnišnična oprema (Jomehzadeh in sod., 2019; Prussin II in sod., 2017; Lam in sod., 2011). 
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Podatki iz ECDC (ang. European Centre for Disease Prevention and Control) za leto 2014 
navajajo 1,3 primerov okužbe na 100 000 prebivalcev po Evropi. Trend okužb z Legionello 
se iz leta v leto povečuje. Ta je leta 2017 znašal 1,8 na 100 000 prebivalcev po Evropi. V 
Sloveniji je bila zabeležena najvišja incidenca okužb, in sicer 5,8 na 100 000 prebivalcev. 
Med letoma 2016 in 2017 se je število odkritih primerov povečalo za 30 %. Najbolj prizadeta 
skupina so bili moški starejši od 65 let (7 okuženih na 100 000 prebivalcev) (Lam in sod., 
2011).  
 
Primeri legioneloze se pojavljajo po celem svetu, večinoma sporadično in skozi vse leto. 
Epidemije so značilne za poletne mesece, ko sta temperatura in vlažnost višji. Približno 20 
% prijavljenih primerov je povezanih s potovanji (Jomehzadeh in sod., 2019). Dejavniki 
tveganja za okužbo z legionelo v domačem okolju so kronične pljučne bolezni, kajenje, 
pljučni rak, diabetes, starost nad 50 let in oslabljen imunski sistem (Jomehzadeh in sod., 
2019; Prussin II in sod., 2017). Človek se okuži z vdihavanjem z legionelo kontaminiranimi 
aerosoli ali z mikroaspiracijo kontaminirane vode, redkejši so primeri okužbe preko 
respiratorne opreme. Smrtnost legionarske bolezni variira od 1 do 80 %, glede na čas od 
postavitve diagnoze do zdravljenja, prisotnost spremljajočih bolezni in način okužbe 
(Moosavian in sod., 2011). 
 
2.3 ZDRAVLJENJE OKUŽB Z ATIPIČNIMI BAKTERIJAMI 
 
Znotrajcelični način življenja atipičnih bakterij vpliva na učinkovitost zdravljenja z 
antibiotiki (Diederen in sod., 2008). Odsotnost celične stene pri Mycoplasma pneumoniae, 
povzroči naravno odpornost proti betalaktamom, fosfomicinom in glikopeptidom, ki 
delujejo na komponente celične stene (Thibodeau in sod., 2004). Najučinkovitejši 
antibiotiki, ki so danes v uporabi proti vsem trem atipičnim patogenom, so makrolidi 
(azitromicin in klaritromicin) ter novejši fluorokinoloni (levofloksacin) (Langer in sod., 
2016). 
 
2.4 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA 
 
2.4.1 Mycoplasma pneumoniae 
 
2.4.1.1 Osamitev bakterije 
 
Bakterijo M. pneumoniae lahko neposredno dokažemo z gojenjem v tekočem in na 
selektivnem trdnem gojišču pri 37 °C in 5 % CO2 (Dorigo-Zetsma in sod., 2001; Atkinson 
in sod., 2008). Občutljivost kultivacije je v primerjavi z molekularnimi tehnikami relativno 
nizka, največ 60 %, medtem ko je specifičnost 100 % (Thurman in sod., 2009). Z metodo 
MALDI-TOF MS lahko na podlagi proteinskega profila mikroorganizma z zadostno 
občutljivostjo prepoznamo kolonije M. pneumoniae, vendar zaradi dolgotrajne kultivacije 
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metoda nima večjega diagnostičnega pomena (Parrott in sod., 2016; Diaz in sod., 2016; 
Daxboeck in sod., 2003).   
 
2.4.1.2 Molekularne metode 
 
Kot zanesljiva in primerna metoda za opredelitev okužbe z M. pneumoniae in ostalih 
atipičnih bakterij se je izkazala molekularna metoda rt-PCR (PCR v realnem času), s katero 
lahko v zelo kratkem času in z visoko občutljivostjo dokažemo prisotnost nukleinske kisline 
v vzorcu. Tarče pomnoževanja PCR za M. pneumoniae so najpogosteje geni za ribosomalno 
16S rRNA, protein P1, ATPazo ali repetativni nekodirajoči element RepMp1. Za izvedbo 
potrebujemo vzorce kužnine iz spodnjih ali zgornjih dihal, največkrat sta to bris žrela in 
izmeček (Zhang in sod., 2018). 
 
Druge molekularne tehnike, s katerimi dokažemo okužbo z M. pneumoniae, so metode z 
izotermalnim pomnoževanjem, in sicer pomnoževanje posredovano s prepisovanjem (ang. 
Nucleic Acid sequence Based Amplification - NASBA) in z zanko posredovano izotermalno 
pomnoževanje (ang. Loop-mediated isotermal Amplification - LAMP) (Zhang in sod., 
2018). 
 
2.4.1.3 Serološki testi   
 
Z encimsko-imunskimi testi dokazujemo prisotnost protiteles IgM, IgA in IgG. Za izvedbo 
potrebujemo parna vzorca krvi. Prvega odvzamemo ob nastopu bolezni, naslednjega po dveh 
do štirih tednih. Od časa odvzema krvi je odvisna občutljivost testa. Prednosti te metode sta 
enostavna pridobitev vzorcev in izvedba (Parrott in sod., 2016), vendar do serokonverzije 
protiteles IgG pride šele v 3−8 tednih po pojavu kliničnih znakov. Poleg tega pri ponovnih 
okužbah IgM protitelesa redkeje dokažemo. Serološki testi so manj uporabni zaradi slabše 
občutljivosti in specifičnosti ter pojavu navzkrižne reaktivnosti (Zhang in sod., 2018). 
 
2.4.2 Chlamydia pneumoniae 
 
2.4.2.1 Osamitev bakterije 
 
Kot obvezno znotrajcelični organizem kultivacija C. pneumoniae zahteva kompleksno 
gojišče z evkariontskimi celicami (Chlamydia pneumoniae infections, 2019). Kužnino pred 
inkubacijo vorteksiramo 15−20 sekund v transportnem gojišču in jo nato inokuliramo na 
celično kulturo. Za kultivacijo uporabljamo celične linije HL (Cles in sod., 1990) in Hep-2 
(Wong in sod., 1992). Po inkubaciji C. pneumoniae indetificiramo z vrstno specifičnimi 
monoklonskimi protitelesi (Dowell in sod., 2001). Kultivacija se danes uporablja predvsem 
v raziskovalne namene, ki zahtevajo izolate bakterij, diagnostično pa tehnika nima 
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pomembne vloge (Chlamydia pneumoniae infections, 2019; San-pin in sod., 2000; 
Bennedsen in sod., 2002). 
 
2.4.2.2 Molekularne metode 
 
Najpogostejše uporabljene molekularne metode za dokaz okužbe s C. pneumoniae so 
različne tehnike PCR, s katerimi dokazujemo prisotnost nukleinske kisline v vzorcu. Tarčne 
regije so običajno geni za 16S rRNA, MOMP in Pst fragment (Dowell in sod., 2001). 
Primerne kužnine za molekularno diagnostiko so bris žrela ali nosnožrelne sluznice, 
izmeček, bronhoalveolarni izpirek (BAL), aspirat traheje (Chlamydia pneumoniae 
infections, 2019). 
 
2.4.2.3 Serološki testi 
 
Od seroloških metod za dokaz okužb s C. pneumoniae je najbolj v uporabi test 
mikroimunofluorescence (MIF) (San-pin in sod., 2000). Pri tem testu se kot antigen, vezan 
na stekelce, uporabljajo prečiščena elementarna telesca C. pneumoniae, C. trahomatis in C. 
pisttaci, ki imajo na površini celic izpostavljene beljakovine, proti katerim določamo 
prisotnost vrstno specifičnih protiteles IgA, IgM in IgG. Do navzkrižnih reaktivnosti prihaja 
zaradi reakcije protiteles proti antigenu LPS, ki je specifičen za rod Chlamydia (Dowell in 
sod., 2001). Za dokazovanje protiteles proti C. pneumoniae so v uporabi še testi ELISA 
(Villegas in sod., 2010). 
 
2.4.3 Legionella pneumophila 
 
2.4.3.1 Osamitev bakterije 
 
Metoda izolacije bakterije je še vedno zlati standard pri dokazovanju legionele iz vzorcev 
spodnjih dihal, saj omogoča zaznavo vseh vrst legionel (Blyth in sod., 2009). Pomembno je, 
da vzorce kužnin odvzamemo pred antibiotičnim zdravljenjem, saj lahko to vpliva na 
viabilnost celic (Blyth in sod., 2009). Legionele kultiviramo na gojišču BCYE (Buffered 
Charcoal Yeast Extract) z 0,1-% a-ketoglutaratom in L-cisteinom. Običajno dodamo 
protimikrobna sredstva, kot so polimiksin B, cikloheksimid in vankomicin, ki inhibirajo rast 
normalne bakterijske flore (CDC, 2018). Če pride do večjih koncentracij neželenih bakterij 
v vzorcu, tega predhodno kislinsko ali toplotno (30 min pri 50 °C) obdelamo, saj so legionele 
bolj kot večina drugih prostoživečih bakterij odporne na nižji pH in višjo temperaturo (CDC, 
2018). Za identifikacijo je na voljo več metod: molekularne tehnike, serotipizacija ali 
dokazovanje na podlagi fenotipskih lastnosti (Tronel in sod., 2009). 
 
2.4.3.2 Metoda direktne imunofluorescence 
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Direktna imunofluorescenca (DIF) je metoda, s katero hitro in neposredno dokažemo 
prisotnost legionele v vzorcu (Pierre in sod., 2017). Izvedba testa je enostavna, a zahteva 
usposobljeno osebje za interpretacijo rezultata. Ob nizki koncentraciji mikroorganizmov v 
vzorcu je občutljivost slaba, prihaja pa tudi do lažno pozitivnih rezultatov zaradi navzkrižnih 
reakcij z drugimi bakterijami  (Blyth in sod., 2009). Metodo DIF uporabljamo predvsem kot 
potrditveni test za identifikacijo kolonije legionele izolirane iz kulture (Pierre in sod., 2017). 
 
2.4.3.3 Dokaz topnega antigena v urinu 
 
Večino okužb z legionelo ugotavljamo z dokazom topnega antigena legionel v urinu bolnika 
(CDC, 2018). Antigen je komponenta LPS celične stene, ki ga dokažemo že v prvih treh 
dneh po pojavu bolezenskih znakov (Blyth in sod., 2009). V urinu lahko ostane prisoten več 
tednov, zaznamo ga tudi ob izpostavljenosti antibiotičnemu zdravljenju (CDC, 2018). Za 
dokazovanje uporabljamo encimsko imunski test (ELISA) in imunokromatografske teste 
ICT, s katerimi pridobimo rezultate v 15 minutah (Blyth in sod., 2009). Občutljivost metode 
je med 70 in 100 %, specifičnost pa med 95 in 100 %. Slabost testa je visoka občutljivost le 
pri okužbi z Legionella pneumophila sg. 1 (Blyth in sod., 2009). 
 
2.4.3.4 Molekularne metode 
 
Med molekularnimi metodami za dokaz legionele so v uporabi različne tehnike PCR, s 
katerimi lahko dokazujemo vse znane vrste in serološke skupine iz rodu Legionella (Pierre 
in sod., 2017). Komercialno dostopni kompleti reagentov omogočajo rezultate s 
specifičnostjo od 95 do 100 % in občutljivostjo od 17 do 100 %, pridobimo pa jih v nekaj 
urah. Pogosto uporabljamo za tarčno DNA regije genov za 16S rRNA, 5S rDNA, medgensko 
regijo 23S-5S ali gen mip (Diederen in sod., 2008). Slabost molekularne metode je, da ne 
moremo oceniti viabilnost celic. 
 
2.4.3.5 Serološke metode 
 
Pri ugotavljanju legioneloze z dokazovanjem protiteles najpogosteje uporabljamo indirektni 
imunofluorescenčni test (IFA) in encimsko imunske teste (ELISA in EIA) (Blyth in sod., 
2009). Dokazovanje protiteles IgM je nezanesljivo, saj niso značilna za akutno okužbo in 
lahko v krvi ostajajo daljše časovno obdobje, zato dokazujemo protitelesa vseh treh razredov 
IgM, IgG in IgA (Tronel in sod., 2009). Zaradi zapoznele serokonverzije je treba parne 
serume odvzeti v razmiku vsaj 3 tednov (CDC, 2018). Pomankljivosti seroloških testov so 
navzkrižne reakcije z drugimi rodovi bakterij, kot so Campylobacter, Mycobacterium in 
Pseudomonas, dolgotrajnost postopka in lažno negativni rezultati pri imunsko oslabljenih, 
ki nimajo protitelesnega imunskega odziva na okužbo. V diagnostiki se zato njihov pomen 
manjša, ključno vlogo pa ohranjajo pri epidemioloških študijah (Blyth in sod., 2009). 
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Zaradi pomanjkljivosti, ki jih imajo posamezni diagnostični pristopi, je vzorec s sumom na 
legionelozo smiselno testirati z večimi testi (Peci in sod., 2016). 
 
2.5 MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA OKUŽB Z ATIPIČNIMI BAKTERIJAMI 
 
Pri diagnostiki okužb, ki jih povzročajo atipične bakterije, v ospredje vse bolj prihajajo 
molekularne tehnike pomnoževanja nukleinskih kislin (Chen in sod., 2016; El Basha in sod., 
2019; Touati in sod., 2009). Te metode imajo visoko občutljivost in specifičnost ter kratek 
čas izvedbe (El Basha in sod., 2019). 
 
2.5.1 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Enotarčni RT-PCR (Singleplex Real-Time PCR) pristopi omogočajo dokazovanje 
posameznega povzročitelja v vzorcu, kar pa je drago in zamudno, če moramo vzorec testirati 
na več potencialnih povzročiteljih (Khanna in sod., 2005). Da bi zmanjšali stroške 
diagnostike in prihranili čas, potreben za ugotavljanje povzročitelja okužbe, se danes vse 
bolj uveljavjajo multipli testi PCR, s katerimi lahko dokazujemo več različnih povzročiteljev 
hkrati (Khanna in sod., 2005). Multipli test PCR (Multiplex PCR) je molekularna tehnika, s 
katero lahko hkrati pomnožujemo več različnih tarčnih sekvenc, pri čemer uporabimo ravno 
toliko parov začetnih oligonukleotidov (Premier Biosoft, 2019). Občutljivost in specifičnost 
med multiplimi PCR se razlikujeta, kar je lahko posledica več dejavnikov. Večje število 
začetnih oligonukleotidov v reakcijski mešanici poveča možnost njihove povezave v dimere 
ali nespecifične vezave na tarčno DNA (Loens in sod., 2016). 
 
2.5.2 Ugnezdena PCR (Nested PCR) 
 
Pri pomnoževanju DNA po metodi ugnezdene PCR potrebujemo dva para začetnih 
oligonukleotidov, pri čemer reakcija poteče v dveh stopnjah. Prvi par oligonukleotidov 
namnoži večje sekvence DNA, znotraj katerih je tarčna DNA. Po določenem številu ciklov 
dodamo drugi par oligonukleotidov, s katerim pomnožimo iskano sekvenco. Verjetnost 
pomnoževanja napačnega fragmenta DNA se s tem zmanjša, kar poveča specifičnost testa 
(Goode in sod., 2002). Pri dokazovanju M. pneumoniae, najpogosteje pomnožujemo gene 
za 16S rRNA ali adhezin P1 (Nour in sod., 2005), pri odkrivanju okužb s C. pneumoniae pa 
največkrat gen OmpA (Kumar in sod., 2016; Daxboeck in sod., 2003) Občutljivost 
ugnezdene PCR pri dokazovanju M. pneumoniae se giblje med 87,2 in 97,4 % in specifičnost 
med 89,2 in 97,4 % (Zhang in sod., 2018).  
 
2.5.3 Tandemski multipli PCR (multiplex tandem PCR) 
 
Tandemski multipli PCR (MT-PCR) je diagnostični test, ki deluje po principu ugnezdene 
PCR in ga izvedemo v dveh korakih (Automatic Sample Processing , 2019). V prvem delu 
poteka pomnoževanje tarčnih sekvenc DNA, pri čemer izvedemo med 10 (Lau in sod., 2008) 
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in 18 ciklov (Schmidt in sod., 2019). S tem preprečimo kompeticijo med začetnimi 
oligonukleotidi, saj njihovo število in količina dNTP pri tako nizkem številu ciklov še ne 
limitira (Lau in sod., 2008; Szewczuk in sod., 2010). Pridelke prvega dela pomnoževanja 
porazdelimo v ločene tubice, za vsako tarčo posebej. Sledi naleganje drugega para 
oligonukleotidov, ugnezdenega znotraj pomnožkov prvega para, in kvantifikacija pridelkov 
PCR (Schmidt in sod., 2019). Zaradi prenosa oligonukleotidov iz prvega dela je inhibicija v 
drugem delu reakcije malo verjetna, saj produkte pri porazdelitvi v ločene tubice razredčimo 
(Lau in sod., 2008). Tako kot tehnika RT-PCR, tudi tandemski multipli PCR temelji na 
merjenju fluorescence med pomnoževanjem DNA. Sistem MT-PCR beleži rezultate v obliki 
krivulje, na podlagi katere lahko ocenimo ali je iskani povzročitelj prisoten ali ne (Schmidt 
in sod., 2019). 
 
2.5.4 Z zanko posredovano izotermalno pomnoževanje (LAMP) 
 
Metodo izotermalnega pomnoževanja, posredovanega z zanko, so leta 2000 razvili Notomi 
in sod. Od PCR tehnik se razlikuje po temperaturi, ki skozi celotno reakcijo pomnoževanja 
ostaja konstantna – med 60 in 65 °C. Mehanizem LAMP metode temelji na uporabi treh 
parov začetnih oligonukleotidov in delovanja encima Bst polimeraze, ki omogoči sintezo 
nove enoverižne DNA, hkrati pa izpodriva drugo verigo DNA. Začetne oligonukleotide 
izdelamo na osnovi tarčnih zaporedij DNA vrste, katero želimo dokazati. Prisotnost 
produktov, po pomnoževanju z metodo LAMP, lahko zaznamo s pomočjo interkalirajočih 
fluorescenčnih barvil, ki se vežejo na pomnoženo DNA ali z uporabo agarozne gelske 
elektroforeze (Notomi in sod., 2000). 
 
2.6 STATISTIČNA ANALIZA 
 
2.6.1 Občutljivost in specifičnost 
 
Občutljivost in specifičnost sta karakteristiki, s katerima ocenimo zanesljivost 
laboratorijskega diagnostičnega testa. Občutljivost opisuje verjetnost, da bo test pozitiven 
pri osebah z boleznijo, specifičnost pa je merilo verjetnosti, da bo test negativen pri osebah 
brez bolezni. Na podlagi teh vrednosti pri diagnostičnem testu nato z določeno zanesljvostjo 
potrdimo ali ovržemo prisotnost neke bolezni. Občutljivost in specifičnost izračunamo s 
pomočjo 2 x 2 kontingenčne tabele (Slika 1), pri čemer iz stolpcev razberemo, ali je bolezen 
prisotna ali ne, iz vrstic pa, ali je diagnostični test pozitiven ali negativen. Dobimo štiri polja 
s kombinacijami: resnično pozitiven (polje A, bolezen prisotna, test pozitiven), lažno 
negativen (polje C, bolezen prisotna, test negativen), lažno pozitiven (polje B, bolezen ni 
prisotna, test pozitiven) in resnično negativen test (polje D, bolezen ni prisotna, test 
negativen). Iz tega sledi izračun občutljivosti in specifičnosti po formulah: občutljivost = 
RP/(RP + LN) in specifičnost = RN/(RN + LP). Idealen test je 100 % specifičen in občutljiv 
(McNamara in sod., 2018). 
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Validacija je dokumentiran postopek preizkušanja in potrjevanja, da katerikoli material, 
proces, postopek, aktivnost, sistem, oprema ali mehanizem – uporabljen pri razvoju, 
proizvodnji, kontroli in distribuciji – lahko dosega, dosega in bo dosegal predpisane rezultate 
(Wilson in sod., 2008). Validacija je ključnega pomena pri zagotavljanju kakovosti produkta 
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3.1.1 Klinični izolati DNA bakterij M. pneumoniae, C. pneumoniae in L. 
pneumophila 
 
V raziskavo smo vključili skupno 156 vzorcev DNA atipičnih bakterij, izoliranih iz 
bolnikovih kužnin, od tega 50 vzorcev DNA C. pneumoniae, 50 vzorcev DNA M. 
pneumoniae in 56 vzorcev DNA L. pneumophila. Zbrani so bili med aprilom leta 2013 in 
decembrom leta 2018 v Laboratoriju za diagnostiko okužb z atipičnimi bakterijami 
(Laboratorij KLM) na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v 
Ljubljani. Z molekularno metodo PCR, s kompletom reagentov proizvajalca Argene, je bila 
v vseh respiratornih vzorcih (bris žrela, bris nazofarinksa, aspirat traheje, sputum, BAL, kri) 
potrjena prisotnost ene od navedenih atipičnih bakterij. Podatki o vzorcih so zbrani v 
prilogah A1, A2 in A3. Od 50 bolnikov z mikoplazemsko okužbo je bilo 30 (60 %) moških 
in 20 (40 %) žensk. Pri 50 bolnikih, okuženih s klamidijo, je bilo 31 (62 %) predstavnikov 
moškega in 19 (38 %) ženskega spola. Od 56 bolnikov z dokazano legionelozo je bilo 



















3.1.2 Kontrolni vzorci 
 
Za ugotavljanje specifičnosti testov PCR smo testirali še 60 kliničnih vzorcev DNA, pri 
katerih prisotnost C. pneumoniae, M. pneumoniae ali L. pneumophila ni bila potrjena.  
60 % 62 %
73 %
40 % 38 %
27 %
M. pneumoniae C. pneumoniae Leg. pneumophila
Moški Ženske
Slika 2: Delež vzorcev DNA bakterij M. pneumoniae, C. pneumoniae in L. pneumophila, 
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Izolati DNA so del arhivske zbirke izolatov DNA LAB KLM in so shranjeni pri temperaturi 
−80 °C. 
 
3.1.3 Negativna kontrola 
 
Pri vsakem testu smo za negativno kontrolo reakcije PCR uporabili še destilirano vodo in 
deionizirano vodo. 
 
3.1.4 Pozitivna kontrola 
 
Pri vsakem testu smo uporabili tudi pozitivno kontrolo reakcije PCR (posameznega 
proizvajalca). 
 
3.1.5 Reagenti in kemikalije 
 
− Allplex™ PneumoBacter Assay, Respiratory panel 4 (Seegene, Koreja) 
− Lightmix® Modular (TIB MolBiol, Nemčija) 
− FTD Atypical CAP (Fast-Track Diagnostics, Luksemburg) 
− Atypical Pneumonia panel of assays (AusDiagnostic, Avstralija) 
 
3.1.6 Laboratorijska oprema 
 
− Mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemčija) 
− Mikrotitrske ploščice 
− Vibracijska mešala 
− Namizne centrifugirke 
− Stojalo za epruvete 
− 2–1000 µl pipete 
− Nastavki za pipete 
− Zaščitna mikrobiološka komora 
− Sistem za izolacijo nukleinske kisline MagNA Pure Compact (Roche, Applied Science, 
Nemčija) 
− Sistem za pomnoževanje nukleinske kisline v realnem času Light Cycler® 2.0 (Roche 
Applied Science, Nemčija) 
− Sistem za pomnoževanje nukleinske kisline v realnem času CFX 96 Real time System 
(Bio-Rad) 
− Sistem za pomnoževanje nukleinske kisline v realnem času  AusDiagnostics MT-
PROCESSOR (AusDiagnostic, Avstralija) 
− Sistem za pomnoževanje nukleinske kisline v realnem času AusDiagnostics MT-
ANALYSER (AusDiagnostic, Avstralija) 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava vzorcev 
 
Iz arhivske zbirke smo izbrali izolate DNA M. pneumoniae, C. pneumoniae in Legionella 
pneumophila sg. 1, shranjene pri −80 °C. Če je bila v vzorcu premajhna količina DNA, smo 
izvedli ponovno izolacijo DNA iz kliničnih vzorcev, in sicer z metodo avtomatske izolacije 
na aparaturi MagNA Pure Compact (Roche, Applied Science, Nemčija). Pri postopku 
izolacije smo tekoče vzorce iz spodnjih dihal najprej 20 minut centrifugirali, odpipetirali 
odvečni supernatant, nato pa dodali lizacijski pufer MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer 
(BLB) in proteinazo K. Mešanico smo nato vorteksirali in inkubirali na stresalnik –10 minut 
pri 65 °C in 10 minut pri 95 °C. Izolacijo DNA smo izvedli z aparaturo MagNA Pure 
Compact (Roche, Applied Science, Nemčija). Pridobljeno izolirano DNA smo shranili pri 
−20 °C. 
 
3.2.2 Pomnoževanje DNA z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času 
 
Pri pomnoževanju naših DNA vzorcev smo uporabili komplete reagentov štirih različnih 
proizvajalcev: Allplex™ PneumoBacter Assay (Seegene, Kanada), Lightmix® Modular 
(TIB MolBiol, Nemčija), FTD Atypical CAP (Fast-Track Diagnostics) in Atypical 
Pneumonia panel of assays (AusDiagnostic, Australia). 
 
3.2.2.1 Pomnoževanje s kompleti reagentov Seegene, TIB MolBiol in Fast Track 
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili, tako da smo reagente posameznega proizvajalca najprej 
vorteksirali, centrifugirali in nato po predpisanih količinah odpipetirali v zbiralno 
centrifugirko. Seznami reagentov so prikazani v tabelah 1, 3 in 5. Vzorčno DNA smo 
odmrznili, resuspendirali in skupaj z reakcijsko mešanico odpipetirali v mikrotitrske 
centrifugirke v količinah, ki so prikazane v preglednicah 1, 3 in 5. V vsaki seriji testiranj 
smo poleg DNA vzorcev uporabili še negativno in pozitivno kontrolo proizvajalca. Reakcije 
PCR smo izvedli na aparaturah, in sicer z reagenti posameznih proizvajalcev, kot je 
navedeno v preglednici 7, in pri pogojih pomnoževanja navedenih v preglednicah 2, 4, in 6. 
Z reagenti proizvajalca TIB MolBiol smo po končani reakciji, pri izolatih DNA, ki so bili 
pozitivni za legionelo, izvedli še analizo talilne krivulje (melting curve analysis).  
 
3.2.2.2 Pomnoževanje s kompletom reagentov AusDiagnostic 
 
Postopek pomnoževanja s kompletom AusDiagnostic poteka v dveh delih, ki smo ju izvedli 
na aparaturah AusDiagnostics MT-PROCESSOR in AusDiagnostics MT-ANALYSER 
(Preglenica 7). Naprava AusDiagnostic MT-PROCESSOR omogoča avtomatsko pipetiranje 
DNA, vendar je za to potrebnih vsaj 40 µl DNA. Zaradi pomanjkanja nukleinske kisline smo 
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pipetiranje opravili ročno. V aparaturo smo po navodilih proizvajalca vstavili kaseto z 
reagenti ter zahtevan potrošni material (tipse, mikrotitrske ploščice in centrifugirke). Nato 
smo ročno dodali po 10 µl vzorčne DNA ter pozitivno in negativno kontrolo. V prvem delu 
aparatura izvede 16 ciklov pomnoževanja in pripravi mikrotitrsko ploščico s pomnoženo 
DNA. V drugem delu smo ploščico prestavili v napravo AusDiagnostics MT-ANALYSER, 




Preglednica 1: Seznam reagentov za komplet PneumoBacter Assay (Seegene) 
Reagent Koncentracija za 1 vzorec 
PB MOM (mešanica začetnih oligonukleotidov) 5,0 µl 
EM2 (DNA polimeraza, Uracil-DNA glikozilaza, dNTP) 5,0 µl 
PC IC (zunanja kontrola) 2,0 µl 
Voda 5,0 µl 
SKUPAJ 17,0 µl 
DNA 8,0 µl 
 
 
Preglednica 2: Pogoji pomnoževanja za komplet PneumoBacter Assay (Seegene) 
Število ciklov Temperatura Čas 
1 x 50 °C 20 min 
1 x  95 °C  15 min 
45 x 
95 °C  10 sek 
60 °C 1 min 
72 °C 10 sek 
 
 
Preglednica 3: Seznam reagentov za komplet Lightmix modular (TIB MolBiol, Nemčija) 
Reagent Koncentracija za 1 vzorec 
LC 480 Probes Master (mešanica reagentov in DNA polimeraze) 4,0 µl 
primes probe premix Mpn (začetni oligonukleotidi za Mpn) 0,5 µl 
primes probe premix Cpn (začetni oligonukleotidi za Cpn) 0,5 µl 
primes probe premix Lpn/Lsp (začetni oligonukleotidi za Lpn/Lsp) 0,5 µl 
primers probe premix IC (začetni oligonukleotidi za interno kontrolo) 0,5 µl 
IC DNA (Interna kontrola) 1,0 µl 
Voda 3,0 µl 
SKUPAJ 10,0 µl 
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Preglednica 4: Pogoji pomnoževanja za komplet Lightmix modular (TIB MolBiol, Nemčija) 
Število ciklov Temperatura Čas 
1 x 55 °C 5 min 
1 x  95 °C  5 min 
45 x 
95 °C  5 sek 
60 °C 15 sek 
72 °C 15 sek 
1 x 40 °C 30 sek 
 
 
Preglednica 5: Seznam reagentov za komlet FTD Atypical CAP (Fast-Track Diagnostics) 
Reagent Koncentracija za 1 vzorec 
Buffer (Pufer) 12,5 µl 
CAP2 PP (začetni nukleotidi, reagenti) 1,5 µl 
Enzyme (DNA polimeraza) 1,0 µl 
IC (interna kontrola) 0,1 µl 
SKUPAJ 15,0 µl 
DNA 10,0 µl 
 
 
Preglednica 6: Pogoji pomnoževanja za komplet FTD Atypical CAP (Fast-Track Diagnostics) 
Število ciklov Temperatura Čas 
1 x 50 °C 15 min 
1 x  94 °C  1 min 
40 x 
95 °C  8 sek 
60 °C 1 min 
 
 
Preglednica 7: Seznam kompletov reagentov posameznih proizvajalcev in aparatur za pomnoževanje 
nukleinske kisline v realnem času 
Komplet reagentov posameznih proizvajalcev Sistem za pomnoževanje nukleinske kisline v 
realnem času 
Lightmix® Modular (TIB MolBiol, Nemčija) Cobas z480 (Roche Applied Science, Nemčija) 
Allplex™ PneumoBacter Assay (Seegene, Koreja)  
CFX 96 Real time System (Bio-Rad) 
 
FTD Atypical CAP (Fast-Track Diagnostics, 
Luksemburg) 
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3.2.3 Analiza rezultatov 
 
Iz pridobljenih rezultatov smo izračunali občutljivost in specifičnost posameznih 
diagnostičnih testov ter jih ovrednotili s 95-% intervalom zaupanja. S Cohenovim 
koeficientom kapa (κ) smo ocenili stopnjo ujemanja med referenčnim kompletom reagentov 
proizvajalca Argene in testiranimi kompleti reagentov. Koeficient kapa smo izračunali po 
spodnji enačbi, pri čemer p0 predstavlja delež dejanskih ujemanj med dvema kompletoma 
reagentov, pe pa delež ujemanj, ki bi jih pričakovali po naključju. Podatke smo obdelali s 
programom Microsoft Excel in jih pretvorili v grafe in preglednice.  
 
 
   κ =  
𝑝0+𝑝𝑒
1− 𝑝𝑒
          … (1) 
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4 REZULTATI 
 
Z metodo PCR v realnem času smo analizirali 156 vzorcev, v katerih je bila s testom Argene 
PCR predhodno dokazana DNA bakterij M. pneumoniae, C. pneumoniae ali L. pneumophila. 
Vzorce smo analizirali s štirimi različnimi kompleti reagentov, in sicer Seegene, TIB 
MolBiol, Fast Track in Aus Diagnostic, pri čemer smo s testom Aus Diagnostic, zaradi 
premajhne količine DNA, testirali le 72 vzorcev. 
 
4.1 PRIMERJAVA POVPREČNIH Ct VREDNOSTI 
 
Primerjali smo povprečne vrednosti Ct posameznih kompletov reagentov. Najnižje 
povprečne vrednosti, glede na referenčni test Argene (29,81), smo dosegli z reagenti 
proizvajalcev TIB MolBiol (26,24) in Aus Diagnostic (26,65). Približno enako število ciklov 
je bilo potrebnih za dokaz bakterij z reagenti Fast Track (29,45), najvišjo stopnjo Ct pa smo 
dosegli s kompletom reagentov proizvajalca Seegene (31,08) (Slika 3). Rezultati so pokazali 
tudi to, da je pri dokazovanju bakterije C. pneumoniae vrednost Ct najnižja z diagnostičnim 
testom Aus Diagnostic (24,65), pri dokazovanju bakterij M. pneumoniae in L. pneumoniae 
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Slika 4: Prikaz povprečne vrednosti Ct za posamezni diagnostični komplet in bakterijo 
 
4.2 REZULTATI OBČUTLJIVOSTI IN SPECIFIČNOSTI POSAMEZNIH 
KOMPLETOV REAGENTOV 
 
Pri določanju občutljivosti in specifičnosti smo PCR v realnem času uporabili kot 
kvalitativno metodo in vzorce po dokazovanju prisotnosti DNA atipičnih bakterij razdelili 
le na pozitivne in negativne. Rezultat smo opredelili kot pozitiven, če smo vsaj pri dveh 
testih dobili pozitiven rezultat. Za izračun specifičnosti smo testirali še 60 vzorcev, ki so bili 
pri testiranju s kompletom reagentov Argene opredeljeni kot negativni. V nobenem primeru 
nismo dobili lažno pozitivnih rezultatov, kar pomeni, da so vsi testi 100-odstotno specifični 
(Preglednica 8). 
 
Preglednica 8: Prikaz rezultatov testiranja vzorcev s kompleti reagentov proizvajalcev Seegene, TIB 
MolBiol, Fast Track in AusDiagnostic, ki so bili pri testiranju s kompletom reagentov Argene opredeljeni kot 
negativni 
 C. pneumoniae M. pneumoniae L. pneumophila 
 pozitiven negativen pozitiven negativen pozitiven negativen 
Seegene 0 60 0 60 0 60 
TIB MolBiol 0 60 0 60 0 60 
Fast Track 0 60 0 60 0 60 
AusDiagnostic 0 60 0 60 0 60 
 
 
Vsak rezultat občutljivosti in specifičnosti smo dodatno ovrednotili s 95-% intervalom 
zaupanja. Za oceno stopnje ujemanja med testiranimi kompleti reagentov in referenčnim 







L. pneumophila M. pneumoniae C. pneumoniae
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kompletom reagentov Argene smo izračunali Cohenov koeficient Kappa (kapa, κ) ter 
rezultate prikazali v preglednici. 
 
V raziskavi smo s kompletom Pneumobacter, Seegene analizirali 50 vzorcev C. pneumoniae, 
od katerih so bili 3 negativni, en je bil negativen tudi pri ostalih testih. V primerjavi s PCR 
z uporabo reagentov Argene je občutljivost testa znašala 94 %. Vseh 50 vzorcev M. 
pneumoniae je bilo pozitivnih. Občutljivost testa Pneumobacter je bila 97,96-% za L. 
pneumophila. Negativen je bil le vzorec 3642-15, ki smo ga kasneje na podlagi analize s 
talilno krivuljo uvrstili v skupino Legionella spp. Cohenov koeficient kapa se je za komplet 
reagentov Seegene gibal med 0,92 in 1 (Preglednica 9). 
 
Preglednica 9: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta Seegene, ovrednotenih s 95-% 
intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja testiranega kompleta reagentov z referenčnim Argene 
kompletom, prikazana s Cohenovim koeficientom kapa 
   












Seegene Poz. 47 0 94,00 (83,45−98,74) 100 (83,16−100) 0,92 
Neg. 3 20 
Mycoplasma 
pneumoniae 
Seegene Poz. 50 0 100 (92,89−100) 100 (83,16−100) 1 
Neg. 0 20 
Legionella 
pneumophila 
Seegene Poz. 48 0 97,96 (89,15−99,95) 100 (83,16−100) 0,95 
Neg. 1 20 
 
 
Od 48 vzorcev DNA C. pneumoniae, testiranih s kompletom proizvajalca TIB MolBiol, sta 
bila 2 negativna. Stopnja občutljivosti je bila tako 95,83 %. Prav tako sta bila pri testu 
bakterije M. pneumoniae negativna 2 vzorca. Pomembno poudariti, da sta bili negativni tudi 
interni kontroli, kar nakazuje na inhibicijo PCR reakcije. Občutljivost testa za M. 
pneumoniae je bila 95,92 %. Z reagenti TIB MolBiol smo testirali 49 vzorcev DNA L. 
pneumophila in dosegli 97,92-% občutljivost. Vzorec DNA št. 6630-13 smo zaradi 
premajhne količine DNA ponovno izolirali iz kliničnega izolata bakterije, vendar analiza s 
PCR ni zaznala prisotnosti DNA. Koeficient kapa je za reagente TIB MolBiol znašal med 
0,95 in 0,97. Pri testiranju vzorcev DNA klamidije smo pri 4 vzorcih, poleg C. pneumoniae, 
zaznali signal tudi za M. pneumoniae in L. pneumophila. Ker pri testiranju teh vzorcev z 
drugimi multipli testi nismo dobili podobnih rezultatov, smo predpostavili, da gre za primer 
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Preglednica 10: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta TIB MolBiol, ovrednotenih s 
95-% intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja testiranega kompleta reagentov z referenčnim Argene 
kompletom, prikazana s Cohenovim koeficientom kapa 
   










TibMolBiol Poz. 46 0 95,83 (85,75−99,49) 100 (83,16−100) 0,95 
Neg. 2 20 
Mycoplasma 
pneumoniae 
TibMolBiol Poz. 47 0 95,92 (86,02−99,50) 100 (83,16−100) 0,95 
Neg. 2 20 
Legionella 
pneumophila 
TibMolBiol Poz. 47 0 97,92 (88,93−99,95) 100 (83,16−100) 0,97 
Neg. 1 20 
 
 
S kompleti reagentov Fast Track smo testirali po 49 vzorcev DNA C. pneumoniae in M. 
pneumoniae in pri obeh dosegli visoko stopnjo občutljivosti (97,96 %). Nekoliko slabše je 
test zaznaval prisotnost DNA L. pneumophila, kjer je bila občutljivost 93,75 % in kapa 
koeficient 0,92. Vzorec 3642-15, ki dokazano pripada drugi vrsti iz rodu legionele, smo z 
reagenti Fast Track zaznali kot pozitiven. Dva vzorca, pozitivna na legionelo, smo zaradi 
premalo DNA ponovno izolirali iz kliničnih izolatov bakterije. Oba sta bila po testiranju s 
kompletom Fast Track negativna, iz česar predvidevamo, da je v času skladiščenja vzorca 
DNA legionele razpadel (Preglednica 11). 
 
Preglednica 11: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta Fast Track, ovrednotenih s 95-
% intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja testiranega kompleta reagentov z referenčnim Argene 
kompletom, prikazana s Cohenovim koeficientom kapa 
   











Fast Track Poz. 48 0 97,96 (89,15−99,95) 100 (83,16−100) 0,97 
Neg. 1 20 
Mycoplasma 
pneumoniae 
Fast Track Poz. 48 0 97,96 (89,15−99,95) 100 (83,16−100) 0,97 
Neg. 1 20 
Legionella 
pneumophila 
Fast Track Poz. 45 0 93,75 (82,80−98,96) 100 (83,16−100) 0,92 
Neg. 3 20 
 
 
Najboljšo občutljivost in specifičnost smo dosegli z reagenti proizvajalca Aus Diagnostic. 
Nekoliko večji (tj. 95-%) interval zaupanja je posledica manjšega števila analiziranih 
vzorcev. Lažno negativen je bil le vzorec 3642-15, ki pa ni pripadal vrsti Legionella 
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Preglednica 12: Prikaz občutljivosti in specifičnosti diagnostičnega kompleta AusDiagnostic, ovrednotenih s 
95-% intervalom zaupanja, ter ocena stopnje ujemanja testiranega kompleta reagentov z referenčnim Argene 
kompletom, prikazana s Cohenovim koeficientom kapa 
   













Poz. 22 0 100 (84,56−100) 100 (83,16−100) 1 





Poz. 28 0  100 ( 87,66−100) 100 (83,16−100) 1 





Poz. 21 0 95,45 (77,16−99,88) 100 (83,16−100) 0,95 
Neg. 1 20 
 
 
4.3 ČASI POTREBNI ZA IZVEDBO TESTOV 
 
Primerjali smo tudi čas, potreben za izvedbo testa s posameznimi kompleti reagentov. 
Izmerili smo čas, potreben za pripravo reagentov in protokolov, pipetiranje in interpretacijo 
rezultatov (HOT, ang. Hands on time), čas pomnoževanja DNA v aparaturi ter celokupni čas 
izvedbe testa, ki vključuje čas ročnega dela (HOT), pomnoževanja DNA v aparaturi in 
avtomatsko analizo (TAT, ang. Turn-around time). Vsi testirani kompleti so pokazali hitrejši 
čas priprave od referenčnega Argene testa (40 min), predvsem na račun avtomatske analize 
rezultatov. Zaradi enostavne priprave protokolov ter hitrega vnašanja vzorcev v program (s 
skeniranjem črtnih kod) smo najkrajši čas HOT dosegli s kompletoma Seegene in Fast Track 
(20 min). Pri testu TIB MolBiol smo primerjalno porabili največ časa pri vnašanju podatkov 
in pripravi programa za PCR analizo (30 min). Za reagente AusDiagnostic smo izmerili čas 
ročnega dela, ki je bil 30 min. Po navedbah proizvajalca naj bi ta, če avtomatsko pipetiramo 
vzorce, trajal 5 min. Zabeležili smo tudi čas trajanja pomnoževanja DNA v aparaturi, ki je 
za komplet TIB MolBiol znašal 1 h in 30 min, za komplet Fast Track 2 h ter za reagente 
proizvajalcev Seegene in AusDiagnostic 2 h in 50 min. Nižji celokupni čas izvedbe od testa 
Argene smo dosegli le z reagenti TIB MolBiol (2 h) (Preglednica 13). 
 





DNA v aparaturi 
Turn-around 
time (TAT) 
Argeene 40 min 1 h 30 min 2 h 10 min 
TIB MolBiol 30 min 1 h 30 min 2 h  
Seegene 20 min 2 h 50 min  3 h 10 min 
Fast Track 20 min 2 h 2 h 20 min 
Aus 
Diagnostic 
30 min * 2 h 50 min* 3 h 20 min* 
5 min** 2 h 50 min** 2 h 55 min ** 
* Čas v primeru ročnega pipetiranja vzorcev 
** Čas v primeru avtomatskega pipetiranja vzorcev (Automatic Sample Processing, 2019)  
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4.4 ANALIZA TALILNE KRIVULJE (Melting curve analysis) Z REAGENTI 
PROIZVAJALCA TIB MolBiol 
 
Z reagenti proizvajalca TIB MolBiol smo na aparaturi LightCycler480-II pri izolatih DNA, 
ki so bili pozitivni za legionelo, izvedli še analizo talilne krivulje (melting curve), s katero 
smo preverili, ali gre za okužbo z vrsto Legionella pneumophila ali katero drugo vrsto iz 
rodu Legionella (Legionella spp.). 
 
Kakor je razvidno na sliki 5, je večina vzorcev vrh talilne krivulje dosegla pri temperaturi 
med 62 in 64 °C ter tako potrdila prisotnost vrste Legionella pneumophila. Pri vzorcu 3642-
15 je krivulja dosegla maksimum pri temperaturi 48 °C, zato lahko sklepamo, da spada v 





-(d/dT) Fluorescenca (498-645) 
Slika 5: Analiza talilne krivulje z reagenti proizvajalca TIB MolBiol. Vzorce z vrhom talilne krivulje okrog 
63 °C smo interpretirali kot vrsto Legionella pneumophila, medtem ko smo vzorec z vrhom talilne krivulje 
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5 RAZPRAVA  
 
Pri diagnostiki okužb z atipičnimi bakterijami danes v uporabo vse pogosteje vstopajo 
multipli testi PCR, ki jih izvajamo s komercialno dostopnimi reagenti. Na tržišču je mnogo 
diagnostičnih kompletov različnih proizvajalcev, ki nam ob predstavitvi zagotavljajo, da je 
njihov diagnostični komplet najboljši. Lastnosti, ki odlikujejo dober diagnostični test, so 
visoka občutljivost in specifičnost, enostavna in hitra izvedba ter sprejemljiva cena. V naši 
raziskavi smo več diagnostičnih kompletov reagentov testirali na istih vzorcih DNA ter 
primerjali povprečne vrednosti Ct, občutljivost in specifičnost, ujemanje z referenčnim 
testom (na podlagi Cohenovega kapa koeficienta) ter čas potreben za izvedbo testa.  
 
Namen naloge je bil ovrednotiti novejše diagnostične multiple teste PCR v realnem času 
(Allplex™ PneumoBacter Assay, Seegene; Lightmix® Modular, TIB MolBiol; FTD 
Atypical CAP, Fast-Track Diagnostics in Atypical Pneumonia panel of assays, 
AusDiagnostic), s katerimi lahko dokažemo DNA bakterije Chlamydia pneumoniae, 
Mycoplasma pneumoniae ali Legionella pneumophila, ter ugotoviti, kateri izmed navedenih 
testov je najbolj občutljiv, najlažje izvedljiv ter cenovno najprimernejši za rutinsko 
diagnostiko okužb, ki jih povzročajo atipične bakterije. Pričakovali smo, da bodo novejši 
testi dajali boljše rezultate od referenčnega Argene testa, vendar se to se v vseh primerih ni 
izkazalo. Pričakovali smo še, da bodo novejši testi enostavnejši za uporabo. To smo tudi 
potrdili. 
 
Občutljivost in specifičnost sta lastnosti, s katerima ocenimo zanesljivost laboratorijskega 
diagnostičnega testa (McNamara in sod., 2018), s Cohenovim koeficientom kapa pa 
prikažemo stopnjo ujemanja dveh modelskih rezultatov, v našem primeru stopnjo ujemanja 
rezultatov dveh kompletov reagentov (Cohen in sod., 1960). Rezultati raziskave so pokazali, 
da občutljivost naših testov znaša od 93 do 100 %. Najboljšo povprečno občutljivost smo 
dosegli z reagenti AusDiagnostic (98,48 %) in Seegene (97,32 %), nekoliko nižjo pa s 
kompletoma TIB MolBiol in Fast Track (96,55 %). Vsi testi so 100-odstotno specifični. 
Stopnja ujemanja z referenčnim Argene testom se na podlagi Cohenovega kapa koeficienta 
giblje od 0,92 do 1 (Preglednice 9, 10, 11 in 12).  
 
Raziskav v literaturi, ki bi validirale katerega od naših testov za dokazovanje atipičnih 
bakterij, nismo zasledili. Naše rezultate smo zato primerjali z rezultati raziskav, ki so 
ovrednotile diagnostične komplete za dokaz katere od atipičnih bakterij drugih 
proizvajalcev. 
 
Leber in sod. so leta 2018 ovrednotili multipli test FilmArray Respiratory Panel 2 
(proizvajalca BioFire) za dokazovanje respiratornih virusov in bakterij. Testirali so 24 
vzorcev s predhodno dokazano prisotnostjo M. pneumoniae in 5 vzorcev z dokazano C. 
pneumoniae. Testirali so tudi 1.607 vzorcev, pri katerih okužba z M. pneumoniae ni bila 
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dokazana, in 1.588 vzorcev, pri katerih niso dokazali prisotnosti C. pneumoniae. Rezultati 
njihove raziskave so pokazali, da je test pri diagnostiki M. pneumoniae 95,8-% občutljiv in 
99,7-% specifičen ter pri dokazovanju C. pneumoniae 100-% občutljiv in 99,9-% specifičen. 
Primerljive rezultate smo z našimi kompleti reagentov dosegli tudi mi. Raziskovalci so test 
ovrednotili za dobro občutljivega, specifičnega ter sprejemljivega za diagnostiko (Leber in 
sod., 2018). 
 
Na podoben način so tudi Leal in sod. leta 2020 ovrednotili 6 molekularnih diagnostičnih 
testov za dokaz M. pneumoniae, in sicer: FilmArray respiratory panel (RP), proizvajalca 
BioFire; Alethia Mycoplasma Direct, proizvajalca MeridianBIOSCIENCE; ePlex 
respiratory pathogen panel (RPP), proizvajalca GenMark; NxTAG RPP, proizvajalca 
Luminex; ELITe InGenius Mycoplasma MGB research use only (RUO) PCR, proizvajalca 
ELITech in Resistance Plus MP assays, proizvajalca SpeeDx. Testirali so 428 vzorcev, med 
katerimi je bila pri 212 potrjena prisotnost M. pneumoniae. Najvišjo občutljivost pri 
dokazovanju M. pneumoniae so dosegli s kompletoma reagentov ELITe InGenius PCR (99,5 
%) in FilmArray RP (98,1 %), pri katerih občutljivost ni bistveno odstopala od rezultatov 
referenčnih testov. Nižje občutljivosti so dobili pri reagentih Resistance Plus MP (93,3 %), 
ePlex RPP (83,6 %), NxTAG RPP (64,6 %) in Mycoplasma Direct (55,7 %). Specifičnost je 
bila pri vseh testih visoka in je znašala od 99,5 do 100 % (Leal in sod., 2020). 
 
Kim in sod. so leta 2020 primerjali in ovrednotili dva diagnostična testa proizvajalca 
Seegene za hkratno dokazovanje 8 respiratornih bakterijskih patogenov – NeoPlex RB-8 in 
Seeplex PneumoBacter ACE. Testirali so 2137 brisov nosnožrelne sluznice in izmečkov ter 
testa validirali na podlagi občutljivosti in specifičnosti ter ujemanja rezultatov. S kompletom 
reagentov Seeplex PB ACE so dosegli 100-% občutljivost in specifičnost za bakterije M. 
pneumoniae, C. pneumoniae in L. pneumophila. Pri reagentih NeoPlex RB-8 je bila 
občutljivost za C. pneumoniae in L. pneumoniae 100 %, za M. pneumoniae pa 99,0 %. Oba 
testa sta po njihovem mnenju pokazala dobro ujemanje rezultatov. Vrednost kapa se je gibala 
od 0,91 do 1, kar je primerljivo z mejnimi vrednostmi naših rezultatov Cohenovega 
koeficienta kapa. 
 
Na podlagi primerjav naših rezultatov z rezultati drugih študij lahko zaključimo, da imajo 
vsi testirani diagnostični kompleti visoko občutljivost in specifičnost, ki bistveno ne 
odstopata od občutljivosti in specifičnosti testa, ki je trenutno v uporabi. Negativni rezultati 
so bili lahko posledica razpada DNA v vzorcu, in sicer zaradi dolgotrajnega shranjevanja 
(Bierbaum in sod., 2014), večkratnega odtajanja in zamrzovanja (Vandendriessche in sod., 
2019) ali že predhodno nizke koncentracije DNA (Dumke in sod., 2014). Pri nekaj vzorcih 
po ponovni izolaciji nukleinske kisline iz kliničnih vzorcev ta ni bila več zaznavna 
(Bierbaum in sod., 2014). 
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Najpogostejši povzročitelj legioneloze pri ljudeh je Legionella pneumophila sg. 1, ki je 
odgovorna za približno 90 % okužb (Chaudhry in sod., 2017; Fields in sod., 2002). Z analizo 
talilne krivulje smo z reagenti proizvajalca TIB MolBiol želeli preveriti, ali kateri izmed 
izolatov DNA legionele pripada kateri drugi vrsti iz rodu Legionella. Vsi rezultati analize so 
bili pozitivni, pri čemer smo večino vzorcev z vrhom talilne krivulje pri temperaturi ~63 °C 
interpretirali kot Legionella pneumophila, vzorec protokolne številke 3642-15, s talilno 
temperaturo 48 °C, pa kot drugo vrsto iz rodu Legionella. Za katero vrsto gre, na podlagi 
naših rezultatov, nismo mogli zaključiti (Slika 5). Wagner in sod. (2018) so s testom 
Lightmix® (TIB MolBiol) v podobni raziskavi z analizo talilne krivulje testirali različne 
vrste legionel. Vrsti L. bozemanii in L. longbeachae sta vrh krivulje dosegli pri temperaturi 
48 °C, pri vrsti L. pneumophila pa so zabeležili temperaturo ~62 °C, kar se sklada tudi z 
rezultati naše raziskave.  
 
Ker so okužbe z drugimi vrstami legionele manj pogoste, večina testov zaznava le L. 
pneumophila sg. 1 (Wagner in sod., 2018). V naši raziskavi sta pozitiven Ct pri vzorcu 3642-
15 zaznala kompleta reagentov TIB MolBiol in Fast Track, medtem ko pri uporabi 
kompletov Seegene in Aus Diagnostic prisotnosti DNA legionele v tem vzorcu nismo 
dokazali. 
 
Dodatni kriteriji, ki smo jih upoštevali pri ovrednotenju diagnostičnih kompletov, so čas 
trajanja ročnega dela (HOT), čas pomnoževanja v aparaturi ter celokupni čas, potreben za 
izvedbo testa (TAT). Ugotovili smo, da je potreben čas ročnega dela za reagente Seegene in 
Fast Track 20 min ter za TIB MolBiol in AusDiagnostic 30 min. Čas, potreben za 
pomnoževanje DNA v aparaturi, znaša za komplet TIB MolBiol 1 h in 30 min, za Fast Track 
2 h ter za Seegene in AusDiagnostic 2 h in 50 min. Najnižji celokupni čas izvedbe testa smo 
zabeležili pri reagentih TIB MolBiol (2 h), sledi Fast Track (2 h 20 min), Seegene (3 h 10 
min) in Aus Diagnostic (3 h 20 min). S kompletom AusDiagnostic smo zaradi pomanjkanja 
nukleinske kisline pipetiranje opravili ročno. Za pripravo vzorcev in potrošnega materiala 
smo porabili 30 minut (Preglednica 13). V celoti avtomatiziran postopek čas ročnega dela 
skrajša na od 5 (Automatic Sample Processing, 2019) do 10 minut, kot poročajo Schmid in 
sod. (2019), ter zmanjša možnost človeške napake pri pipetiranju (Schmidt in sod., 2019).  
 
Pri vrednotenju diagnostičnih testov za dokaz M. pneumoniae  so Leal in sod. (2020) določili 
tudi trajanje izvedbe testov TAT. S kompletom BioFire FilmArray RP, ki vključuje 
avtomatsko izolacijo DNA, pomnoževanje in analizo rezultatov ter omogoča hkratno 
dokazovanje 20 respiratornih patogenov, so pridobili rezultate v času 60 min. Z reagenti 
NxTAG RPP, proizvajalca Luminex, so za celokupen čas izvedbe potrebovali 4 h, pri čemer 
so izolacijo DNA izvedli posebej, pipetiranje pa opravili ročno. Za popolnoma avtomatiziran 
sistem dokazovanja ELITe InGenius Mycoplasma MGB (RUO), proizvajalca ELITech, ki 
vključuje izolacijo DNA, pomnoževanje in analizo rezultatov, so izmerili celoten čas trajanja 
postopka 3 h (Leal in sod., 2020). Huh in sod. so leta 2017 testirali in ovrednotili multiple 
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teste Allplex Respiratory Panels 1, 2 in 3, proizvajalca Seegene. Za izvedbo testov so izmerili 
'Turn-around time' 4 h in 15 min ter 'Hands-on time' 15 min. Pri določanju TAT so upoštevali 
čas od sprejema vzorca v laboratorij do zaključene analize rezultatov (Huh in sod., 2017). 
Anderson in sod. so primerjali štiri multiple teste PCR za dokaz respiratornih patogenov. To 
so: xTAG respiratory viral panel fast (Abbott Molecular Laboratories), Fast-track 
Respiratory Pathogen assay (Fast-track diagnostic), Easyplex respiratory 12 kit 
(AusDiagostic) in In-house multiplex real-time PCR assay. Vsi kompleti reagentov so bili 
na podlagi občutljivosti in specifičnosti ter ujemanja rezultatov podobno uspešni, zato so 
raziskovalci primerjali tudi hitrost izvedbe testov. Za posamezni komplet so zmerili TAT, ki 
je vključeval čas ročnega dela, pomnoževanja DNA v aparaturi in analizo rezultatov. 
Izmerjen celokupni čas izvedbe je za xTAG respiratory viral panel fast znašal 4 h, za Fast-
track Respiratory Pathogen assay in In-house multiplex real-time PCR assay 2 h in 30 min 
ter 2 h za Easyplex respiratory 12 kit (Anderson in sod., 2013). Pri primerjavi naših 
rezultatov z izsledki drugih raziskovalcev smo ugotovili, da se časi trajanja izvedbe testov 
med različnimi kompleti reagentov precej razlikujejo. Rezultate težje primerjamo tudi zato, 
ker so raziskovalci različnih laboratorijev pri določanju TAT in HOT nekatere postopke 
vključili oziroma izvzeli. 
 
S kompletom Lightmix® TIB MolBiol smo pri 4 vzorcih, poleg dokazano prisotne DNA C. 
pneumoniae, zaznali signal tudi za bakterijo M. pneumoniae in/ali Leg. pneumophila ter 
sklepali, da gre za primer navzkrižne reaktivnosti (Priloga A1). S kompleti Seegene, Fast 
Track in AusDiagnostic navzkrižne reaktivnosti med atipičnimi bakterijami nismo dokazali. 
Wagner in sod. so leta 2018 s kompletom Lightmix® TIB MolBiol testirali 368 vzorcev, 
dokazano pozitivnih na eno izmed atipičnih respiratornih bakterij. V nobenem primeru ni 
prišlo do navzkrižnih reakcij (Wagner in sod., 2018). 
 
Obetavne rezultate z visoko povprečno občutljivostjo (> 98 %) (Preglednica 12), nizko Ct 
vrednostjo (26,66) (Slika 3) in brez primerov navzkrižne reaktivnosti smo dobili s testom 
AusDiagnostic, ki deluje po principu tandemske multiple PCR. Zaradi majhnega števila 
ciklov v prvem koraku ne pride do inhibicije med začetnimi oligonukleotidi, v drugem delu 
pa kvantifikacija za vsak par začetnih oligonukleotidov poteka ločeno, kar izboljša hkratno 
dokazovanje večjega števila patogenov (Chidlow in sod., 2009). Sistem je avtomatiziran in 
ga lahko upravlja tudi manj izkušeno osebje (Lau in sod., 2008; Chidlow in sod., 2009).  
 
Validacijo bi lahko izboljšali, če bi v raziskavo vključili večje število vzorcev DNA ali če bi 
določili koncentracijo DNA v vzorcih in na podlagi minimalne, še zaznavne količine DNA 
ocenili občutljivost diagnostičnih kompletov. 
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6 SKLEPI 
 
• Vsi validirani testi proizvajalcev Seegene, TIB MolBiol, Fast Track in 
AusDiagonstic so enostavnejši za uporabo v primerjavi z referenčnim testom 
Argene. 
 
• Pri vseh kompletih je čas ročnega dela (Hands on time), ki vključuje pripravo 
vzorcev, reagentov in aparature ter interpretacijo rezultatov, krajši kot pri 
referenčnemu Argene kompletu. 
 
• Pri dokazovanju DNA atipičnih bakterij v kliničnih vzorcih kompleti Seegene, TIB 
MolBiol, Fast Track in AusDiagnostic ne dajejo lažno pozitivnih rezultatov. 
 
• Prisotnost druge vrste legionele, kot je Legionella pneumophila serološke skupine 
1, smo dokazali le s kompletoma TIB MolBiol in Fast Track. 
 
• Za diagnostiko okužb z atipičnimi bakterijami smo najboljše rezultate dosegli s 
kompletom AusDiagnostic. Komplet je z vidikov občutljivosti, stopnje Ct ter 
možnosti avtomatiziranosti najprimernejši za uporabo. 
 
• Validacijo bi lahko izboljšali, če bi v raziskavo vključili večje število vzorcev DNA 
ali določili koncentracijo izolirane DNA v vzorcih. 
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7 POVZETEK 
 
Atipične bakterije, med katere uvrščamo C. pneumoniae, M. pneumoniae in L. pneumophila, 
so povzročitelji okužb dihal, ki povzročijo podobne klinične znake. Ker so ti patogeni 
odporni na betalaktamske antibiotike, je za zdravljenje pomembno, da jih kot povzročitelje 
okužbe odkrijemo dovolj zgodaj. Zaradi bioloških lastnosti in neznačilnega imunskega 
odziva je dokazovanje teh bakterij zahtevno. Posledično veliko okužb ostane neodkritih. 
Metoda osamitve je zahtevna, dolgotrajna in ima nizko občutljivost. Zamudni so tudi 
serološki testi, saj zanje potrebujemo parne serume za potrditev akutne okužbe. Diagnostika 
se zato izvaja večinoma z molekularnimi testi, kot so multipli test PCR, ki omogoča hkratno 
prepoznavanje okužb s katerokoli atipično bakterijo. 
 
V nalogi smo želeli ovrednotiti novejše diagnostične multiple teste PCR v realnem času, in 
sicer teste proizvajalcev Seegene, TIB MolBiol, Fast Track Diagnostic in AusDiagnostic, s 
katerimi lahko dokažemo atipične bakterije Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma 
pneumoniae ali Legionella pneumophila. S tem namenom smo analizirali 156 kliničnih 
vzorcev DNA, pri katerih je bila potrjena prisotnost vsaj ene od navedenih atipičnih bakterij, 
in 60 kontrolnih vzorcev, pri katerih z metodo PCR ni bila dokazana nobena od teh bakterij. 
Pri testiranju smo uporabili komplete reagentov omenjenih proizvajalcev ter pomnoževanje 
izvedli na aparaturah Cobas z 480 (Roche Applied Science, Nemčija), CFX 96 Real time 
System (Bio-Rad), AusDiagnostics MT-PROCESSOR in AusDiagnostics MT-ANALYSER 
(AusDiagnostic, Avstralija). Iz pridobljenih rezultatov smo nato izračunali občutljivost in 
specifičnost testov ter s Cohenovim koeficientom kapa ocenili stopnjo ujemanja testiranih 
kompletov z referenčnim Argene kompletom. Podatke smo obdelali s programom Microsoft 
Excel.  
 
Z raziskavo smo potrdili, da imajo vsi testirani diagnostični kompleti visoko občutljivost in 
specifičnost, pri čemer je z najvišjo občutljivostjo izstopal komplet reagentov AusDiagnostic 
(100 % za C. pneumoniae in M. pneumoniae ter 95,5 % za L. pneumophila). V nobenem 
primeru nismo dobili lažno pozitivnih rezultatov, kar pomeni, da so vsi testi 100-% 
specifični. Za vsak komplet smo izmerili tudi čas ročnega dela, ki vključuje pripravo 
vzorcev, reagentov in aparature ter interpretacijo rezultatov. Najkrajši čas priprave smo 
dosegli s kompletoma Seegene in Fast Track, in sicer zaradi enostavne priprave protokolov 
ter hitrega vnašanja vzorcev v program (s skeniranjem črtnih kod). Dobre rezultate smo 
dobili s testom AusDiagnostic, ki deluje po principu MT-PCR. Zaradi majhnega števila 
ciklov v prvem koraku ne pride do inhibicije med začetnimi oligonukleotidi, v drugem delu 
pa kvantifikacija za vsak par začetnih oligonukleotidov poteka ločeno, kar izboljša hkratno 
dokazovanje večjega števila patogenov. Sistem je avtomatiziran, enostaven za izvedbo ter 
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PRILOGE 
 
Priloga A1: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Chlamydia pneumoniae ter podatki o spolu, 
starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 
Številka vzorca Vrsta vzorca Argene (Ct) Seegene (Ct) 
TIB MolBiol 
(Ct) Fast Track (Ct) 
AusDiagnostic 
(Ct) 
379-17 Sputum 26.92 28.62 26.91 29.19 21,53 
457-17 Žrelo; bris 26.17 27.66 26.06 28.36 20,16 
710-17 Žrelo; bris 23.65 26.16 23.73 26.28 19,01 
1013-17 
Nazofarinks; 
bris 28.74 31.13 29.18 
31.47 
23,53 
1412-17 Žrelo; bris 26.42 28.78 26.87 29.61 21,36 
1916-17 Žrelo; bris 29.46 33.21 29.84 31.97 24,44 
3350-17 Žrelo; bris 34.55 41.62 35.34 36.36 29,2 
3650-17 Žrelo; bris 34.75 38.79 33.64 34.70 28,29 
3651-17 Žrelo; bris 23.76 27.02 23.13 25.91 17,59 
3886-17 Žrelo; bris 31.31 36.05 31.74 32.79 26,31 
4269-17 Žrelo; bris 26.28 30.51 26.54 28.88 20,91 
4720-17 
Nazofarinks; 
bris 35.70 neg NT NT NT 
4811-17 Žrelo; bris 30.56 32.73 29.99 32.11 24,74 
5047-17 Žrelo; bris 33.10 36.75 33.07 34.63 28,04 
5389-17 Žrelo; bris 30.21 32.74 29.88 31.96 24,28 
5392-17 Žrelo; bris 30.46 33.80 30.49 32.28 24,12 
5428-17 Žrelo; bris 33.49 37.00 34.34 1          35.61 28,74 
5684-17 Žrelo; bris 31.64 34.03 31.58 32.84 26,18 
5762-17 Žrelo; bris 35.01 38.33 35.61 36.88 30,3 
5830-17 Žrelo; bris 31.65 34.59 32.21 33.52 25,97 
5924-17 Žrelo; bris 29.47 31.47 NT neg NT 
5937-17 Žrelo; bris 32.78 35.61 33.54 34.63 27,57 
6084-17 Žrelo; bris 32.25 34.38 32.23 33.46 26,37 
6203-17 Žrelo; bris 29.68 32.13 29.28 31.56 23,83 
6256-17 Žrelo; bris 30.21 32.75 29.91 32.42 NT 
6271-17 Žrelo; bris 27.66 29.85 27.12 29.34 NT 
6396-17 Žrelo; bris 27.94 30.35 26.92 30.32 NT 
6420-17 Žrelo; bris 30.58 33.21 30.97 32.51 NT 
6562-17 Žrelo; bris 32.83 36.95 33.54 1 33.79 NT 
6630-17 
Nazofarinks; 
bris 24.46 26.22 23.99 1,2 
26.58 
NT 
6646-17 Žrelo; bris 33.30 36.17 33.83 35.07 NT 
6668-17 Žrelo; bris 19.86 21.93 19.85 22.29 NT 
6708-17 Žrelo; bris 28.71 30.55 28.21 2 30.61 NT 
6838-17 Žrelo; bris 27.50 29.15 26.92 29.23 NT 
6944-17 Žrelo; bris 29.36 32.32 30.02 31.71 NT 
7171-17 
Nazofarinks; 
bris 26.07 27.33 25.51 
27.96 
NT 
Se nadaljuje … 
Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
Nadaljevanje priloge A1: : Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Chlamydia pneumoniae ter podatki 
o spolu, starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 
Številka vzorca Vrsta vzorca Argene (Ct) Seegene (Ct) 
TIB MolBiol 
(Ct) Fast Track (Ct) 
AusDiagnostic 
(Ct) 
7172-17 Žrelo; bris 27.79 29.93 27.57 29.82 NT 
7745-17 Žrelo; bris 25.07 27.21 25.01 27.52 NT 
162-18 Žrelo; bris 33.80 36.07 34.22 35.98 NT 
302-18 Žrelo; bris 34.68 40.01 36.48 36.40 NT 
1013-18 Žrelo; bris 33.08 36.92 32.34 32.98 NT 
2647-18 Žrelo; bris 29.12 30.75 29.17 31.53 NT 
2897-18 Žrelo; bris 30.12 32.88 30.55 32.17 NT 
3499-18 Žrelo; bris 25.85 28.29 26.11 28.85 NT 
3782-18 Žrelo; bris 27.93 30.06 27.92 30.25 NT 
6075-18 Žrelo; bris 41.14 neg  neg 33.34 NT 
6200-18 Žrelo; bris 33.41 33.66 31.75 33.34 NT 
6241-18 Žrelo; bris 39.84 neg  neg 29.70 NT 
8196-18 Žrelo; bris 30.07 32.41 30.13 31.68 NT 
8210-18 Žrelo; bris 28.20 30.05 27.50 29.70 NT 
Legenda: 
NT – ni testirano 
 
Opombe: 
1  Vzorec, pri katerem smo s kompletom reagentov, poleg C. pneumoniae, zaznali tudi prisotnost DNA L. 
pneumophila. 























Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
Priloga A2: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Mycoplasma pneumoniae ter podatki o spolu, 
starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 
Številka 







7051-18 Žrelo; bris 35.32 36.53 30.58 34.75 33,38 
7067-18 Žrelo; bris 25.52 26.71 21.59 25.48 22,73 
7095-18 Žrelo; bris 34.56 33.73 28.02 31.30 30,66 
7113-18 Žrelo; bris 25.06 23.35 18.75 22.61 NT 
7114-18 Žrelo; bris 25.45 23.98 19.10 23.02 20,68 
7118-18 Žrelo; bris 28.58 27.40 21.72 25.94 25,13 
7123-18 Žrelo; bris 22.82 21.08 16.41 20.17 NT 
7176-18 Žrelo; bris 23.02 22.33 17.98 21.55 NT 
7249-18 Žrelo; bris 30.83 30.68 neg 29.06 28,01 
7251-18 Žrelo; bris 35.00 34.78 29.38 33.89 NT 
7292-18 Žrelo; bris 28.98 30.19 23.95 27.53 26,22 
7297-18 Nazofarinks; bris 36.75 37.44 31.23 35.16 34,66 
7358-18 Žrelo; bris 30.61 31.60 neg 30.04 28,35 
7366-18 Žrelo; bris 27.85 29.47 24.17 28.24 25,98 
7390-18 Žrelo; bris 27.98 28.20 23.07 27.15 24,55 
7408-18 Žrelo; bris 36.16 37.44 31.48 34.78 24,08 
7409-18 Žrelo; bris 34.70 34.47 28.95 33.41 31,27 
7482-18 Žrelo; bris 32.06 30.45 25.91 29.83 26,33 
7578-18 Žrelo; bris 27.86 28.81 24.49 28.32 28,05 
7579-18 Žrelo; bris 25.36 26.46 21.44 25.35 24,37 
7619-18 Žrelo; bris 26.91 27.71 22.90 27.22 24,45 
7620-18 Žrelo; bris 31.82 33.73 27.82 31.79 30,88 
7627-18 Žrelo; bris 22.30 23.11 18.57 22.49 NT 
7685-18 Žrelo; bris 28.61 29.44  24.53 28.92 26,31 
7774-18 Žrelo; bris 33.11 34.63 28.84 33.17 33,73 
7797-18 Žrelo; bris 36.95 39.37 32.30 37.12 35,48 
7809-18 Žrelo; bris 25.57 26.80 21.72 25.94 NT 
7859-18 Žrelo; bris 29.51 30.25 25.29 29.55 28,43 
7893-18 Žrelo; bris 30.38 32.09 26.27 30.40 30,37 
7898-18 
Bronhoalveolarni 
izpirek 33.57 35.12 30.09 
33.74 
31,57 
7986-18 Žrelo; bris 21.92 23.92 18.81 22.89 NT 
8027-18 Žrelo; bris 27.76 27.00 22.33 26.74 NT 
8034-18 Žrelo; bris 30.58 30.83 25.13 29.34 NT 
8082-18 Žrelo; bris 25.73 26.78 21.63 26.01 NT 
8119-18 Žrelo; bris 26.15 28.43 NT NT NT 
8121-19 Žrelo; bris 27.98 28.86 23.99 28.30 NT 
8122-18 Žrelo; bris 37.45 37.49 33.26 neg 36,19 
Se nadaljuje … 
 
Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
Nadaljevanje priloge A2: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Mycoplasma pneumoniae ter 
podatki o spolu, starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 
Številka 







8128-18 Žrelo; bris 23.70 34.48 19.81 23.71 21,00 
8129-18 Žrelo; bris 34.35 35.95 29.78 33.69 33,06 
8157-18 Žrelo; bris 27.67 38.48 23.55 27.70 24,93 
8166-18 Žrelo; bris 26.51 27.54 22.43 26.53 NT 
8194-18 Žrelo; bris 27.38 26.93 22.30 26.19 NT 
8195-18 Žrelo; bris 33.74 33.20 28.32 32.40 NT 
8219-18 Žrelo; bris 26.43 26.98 22.10 26.01 NT 
8249-18 Žrelo; bris 32.12 32.95 28.32 32.58 NT 
8255-18 Žrelo; bris 27.59 28.53 24.02 27.78 NT 
8305-18 Žrelo; bris 27.53 28.36 23.39 27.28 NT 
8339-18 Žrelo; bris 55.33 26.35 21.28 25.38 NT 
8344-18 Žrelo; bris 28.35 30.69 24.98 28.26 NT 
8393-18 Žrelo; bris 26.34 28.32 22.89 27.03 NT 
Legenda: 




























Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
Priloga A3: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Legionella pneumophila ter podatki o spolu, 
starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 









izpirek >30.00 40.39 33.99 
37.29 
NT 
3564-13 Sputum 24.55 32.12 28.16 30.50 25,01 
3564-13 Sputum 25.69 33.44 29.13 
31.18 
26,05 
4683-13 Sputum 23.06 30.71 24.14 28.33 23,36 
5715-13 
Bronhoalveolarni 
izpirek 18.54 29.90 26.76 
28.32 
22,67 
6236-13 Sputum 24.07 31.54 27.31 29.42 24,39 
6302-13 
Bronhoalveolarni 





izpirek 27.37 37.25 neg 
neg 
NT 
2080-15 Aspirat traheje 23.50 28.68 NT NT NT 
2499-15 Sputum 28.43 38.09 30.68 35.69 NT 
2627-15 
Bronhoalveolarni 
izpirek 15.96 16.04 13.74 
15.48 
NT 
2723-15 Bronh; izpirek 19.36 25.20 22.81 24.05 18,23 
3327-15 Sputum >30.00 37.32 32.57 35.59 30,06 
3642-15 
Bronhoalveolarni 
izpirek 24.87 neg 23.17 
32.59 
neg 
3739-15 Sputum 26.37 36.65 31.72 33.61 29,17 
4165-15 Aspirat traheje 24.05 31.63 27.71 29.81 25,7 
4648-15 Aspirat traheje >30.00 33.46 28.67 30.94 27,65 
5109-15 Absces; bris 13.80 21.63 20.12 20.66 NT 
5172-15 Sputum 21.52 26.71 23.08 24.47 NT 
5195-15 
Bronhoalveolarni 
izpirek 13.18 22.57 18.07 
21.95 
NT 
5353-15 Sputum >30.00 41.28 36.87 neg 34,54 
5549-15 Aspirat traheje 28.12 35.94 31.90 34.92 NT 
6330-15 
Bronhoalveolarni 





izpirek 21.87 24.32 22.52 
23.50 
NT 
7063-15 Bronh; aspirat 23.93 31.70 27.67 30.06 NT 
2000-16 Sputum >30.00 36.64 31.01 33.66 29,46 
5744-16 Sputum >30.00 30.63 26.67 28.62 23,76 
6023-16 Bronh; izpirek 29.42 37.30 31.54 34.26 30,03 
6654.16 Kri >30.00 40.30 33.86 38.23 NT 
6665-16 
Bronhoalveolarni 





izpirek >30.00 33.20 28.90 
31.03 
NT 
923-17 Bronh; izpirek 21.22 29.54 26.44 28.30 NT 
1000-17 Aspirat traheje 23.27 31.10 26.44 29.21 NT 
3333-17 Sputum 24.37 26.98 23.67 25.65 NT 
4649-17 
Bronhoalveolarni 
izpirek 17.86 19.08 16.82 
18.46 
NT 
Se nadaljuje … 
Brodarič J. Validacija multiplega testa PCR v realnem času za dokaz okužb dihal z atipičnimi bakterijami. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
Nadaljevanje priloge A3: Preglednica pozitivnih vzorcev DNA bakterije Legionella pneumophila ter podatki 
o spolu, starosti, vrsti kužnine in vrednost Ct za posamezni komplet reagentov 







5570-17 Sputum 35.97 41.31 33.37 37.82 32,6 
6045-17 Sputum 29.91 32.52 26.64 30.62 NT 
3312-18 Bronh; izpirek 21.66 24.32 22.58 23.22 NT 
3979-18 
Bronhoalveolarni 
izpirek 34.86 39.65 31.80 
34.86 
NT 
4150-18 Sputum 35.47 37.98 32.67 35.84 30,75 
4637-18 Bronh; izpirek 26.41 28.59 16.82 27.40 NT 
5281-18 
Bronhoalveolarni 
izpirek 22.61 24.60 19.94 
23.21 
NT 
5655-18 Sputum 23.91 26.16 20.88 24.72 NT 
6737-18 Bronh; izpirek 30.86 33.08 28.55 30.85 26,44 
7040-18 
Bronhoalveolarni 
izpirek - mini 23.52 26.15 21.74 
24.72 
20,3 
7149-18 Sputum 32.76 36.22 29.92 33.27 30,24 
7985-18 Sputum 38.34 40.66 32.79 neg 33,77 
8102-18 Bronh; aspirat 25.99 24.37 24.25 26.14 NT 
Legenda: 
NT – ni testirano 
 
